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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prostatitis-Syndrom und Chronische Prostatitis/Chronisches
Beckenschmerzsyndrom (CP/CPPS)
Erkrankungen der Prostata stellen einen bedeutsamen Ursprung mannlicher Morbiditat dar
und nehmen eine zentrale Stellung im Fachgebiet Urologie ein. Neben dem
Prostatakarzinom als haufigstem Malignom des Mannes sowie der einen Grofteil der
Manner im Alter betreffenden benignen Prostatahyperplasie (BPH) stellt das Prostatitis-
Syndrom eine weitere, klinisch relevante Entitdt dar. Das Prostatitis-Syndrom umfasst
verschiedene Erkrankungsformen unterschiedlicher Atiologie und vielseitiger klinischer
Prasentation. Es wird von einer Pravalenz von etwa 8,2 % fir Prostatitis-Syndrom
assoziierte Symptome ausgegangen, vergleichbar mit der Pravalenz von
.Volkserkrankungen“ wie Diabetes mellitus oder der koronaren Herzkrankheit (Krieger et
al., 2008). Auch ist das Prostatitis-Syndrom Grund fiir etwa 8 % der Vorstellungen bei
Urologen und 1 % der Vorstellungen bei Allgemeinmedizinern (Collins et al., 1998). Die
Erkrankung kann bei Mannern aller Altersgruppen auftreten, wobei die Pravalenz zwischen
36 und 50 Jahren am hdchsten ist (Schaeffer, 2008).
Eine Klassifikation in verschiedene Kategorien erfolgt nach den National Institutes of Health
(NIH; Tab. 1) und unterscheidet die akute bakterielle Prostatitis (NIH Kategorie |, ABP), die
chronische bakterielle Prostatitis (NIH Kategorie 1, CBP), die chronische
Prostatitis/chronisches  Beckenschmerzsyndrom (NIH Kategorie Ill, CP/CPPS;
Unterkategorien IllIA: entziindliches CPPS und IlIB: nicht-entziindliches CPPS) sowie die
asymptomatische Prostatitis (NIH Kategorie V) (Krieger, Nyberg und Nickel, 1999).
Wahrend bei der akuten und chronischen bakteriellen Prostatitis ein erregerbedingtes
Geschehen zugrunde liegt, findet sich beim CP/CPPS bislang kein mikrobiologisches
Korrelat. Die asymptomatische Prostatitis ist durch das Bestehen einer Entziindung der
Prostata ohne klinische Symptomatik definiert. Bakterielle Formen liegen bei unter 10 %
der Patienten vor, wahrend bei Uber 90 % ein CP/CPPS besteht (Wagenlehner et al., 2009).
Studienabhangig wird sogar von einer Pravalenz allein des CP/CPPS von 10-16 %
berichtet (Schaeffer, 2008). Ein Ubergang einer akuten bakteriellen Prostatitis in eine
chronisch bakterielle Prostatitis oder ein CP/CPPS ist moglich. So zeigt sich in etwa 10 %
der Falle der Ubergang einer ABP in ein CP/CPPS IlIA (Yoon et al., 2012).
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Tabelle 1 NIH Klassifikation (Krieger, Nyberg und Nickel, 1999) und Haufigkeit der Kategorien

| akute bakterielle Prostatitis nicht bekannt
Il chronische bakterielle Prostatitis 5-10 %

1] chronische Prostatitis/
chronisches Beckenschmerzsyndrom (CP/CPPS)

A entziindliches CP/CPPS 30-40 %
B nicht-entziindliches CP/CPPS 60-70 %
IV asymptomatische Prostatitis nicht bekannt

Die akute bakterielle Prostatitis entsteht in der Mehrzahl der Falle spontan, sowie nach
Manipulation, wie z.B. einer transrektalen Prostatastanzbiopsie. Dabei stellt die
intrakanalikulare Aszension den Hauptinfektionsweg dar. Sie prasentiert sich durch
obstruktive und irritative Symptome mit systemischer Beteiligung und dem Risiko der
Entwicklung von Komplikationen wie Urosepsis oder eines Prostataabszesses. Die
chronische bakterielle Prostatitis entsteht typischerweise auf dem Boden einer
Harnwegsinfektion, das Erregerspektrum entspricht dem komplizierter
Harnwegsinfektionen. Die klinische Prasentation ahnelt der des CP/CPPS, weshalb zu
deren Differenzierung die 4- oder 2-Glaser-Probe zur Anwendung kommt. Hierbei soll die
Keimzahl im Prostataexprimat beziehungsweise Exprimaturin um ein 10-faches hoher als
im Mittelstrahlurin liegen, sowie Leukozyten und weitere Entzundungsparameter
nachweisbar sein. Bei beiden bakteriell bedingten Formen kommen therapeutisch
Antibiotika zum Einsatz, Komplikationen sollen entsprechend therapiert werden (Krause et
al., 2011; Wagenlehner et al., 2009).

Im Gegensatz zu den zuvor genannten Formen besteht bei CP/CPPS kein unmittelbarer
Nachweis einer bakteriellen Ursache. Die Atiologie ist somit nicht abschlieRend geklart, und
es werden unterschiedliche pathogenetisch bedeutsame Mechanismen diskutiert. Zum
einen wird eine stattgehabte Infektion als moégliche Ursache diskutiert. Hier wird von der
Maoglichkeit einer Infektion mit nichtkultivierbaren Organismen berichtet (Wagenlehner et
al., 2009). Des Weiteren wird beschrieben, dass eine initiale Infektion den Ausldser fir die
Entstehung einer chronischen Entziindung bilden kann (Breser et al., 2017). Dieser
chronischen Entzindung kénnten auch (Auto-)immunprozesse zugrunde liegen. So
konnten sowohl im Tiermodell als auch bei Patienten immunologische Dysbalancen mit
autoreaktiven Komponenten, erhdhten inflammatorischen Zytokinen und Immunglobulinen,
Mastzellmediatoren und weiteren immunologischen Komponenten nachgewiesen werden

(Breser et al., 2017). Weiterhin konnten Parallelen zur interstitiellen Zystitis festgestellt
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werden, sodass auch uroepitheliale Dysfunktionen als pathogenetisch relevant diskutiert
werden. Auch mechanische Einflisse, wie eine funktionelle subvesikale Obstruktion mit
konsekutivem Reflux von Urin in die Prostatagdnge oder eine muskulare Dysfunktion des
Beckenbodens mit Muskelspasmen werden ursachlich beziehungsweise als Folge der
Erkrankung in Betracht gezogen (Wagenlehner et al., 2009). Dariber hinaus stellen
neuropathischer Schmerz, neuroendokrine Assoziationen sowie psychosomatische
Merkmale weitere bedeutsame Komponenten dar (Shoskes und Nickel, 2013).
Interessanterweise wiesen neue Erkenntnisse bei der Untersuchung des Mikrobioms von
CP/CPPS Patienten in einer Studie mitunter auf ein verandertes, weniger diverses
Mikrobiom des Darms bei CP/CPPS hin. Die Autoren schlossen hier eine Rolle dessen in
der Atiologie nicht aus (Arora, Eng und Shoskes, 2017).

Insgesamt konnte kein einzelner, entscheidender Faktor ausgemacht werden, weshalb am
ehesten von einer multifaktoriellen Genese durch Kombination mehrerer der genannten
Faktoren ausgegangen wird (Shoskes und Nickel, 2013). Eine Ubersicht Uber

Mechanismen und mogliche Zusammenhange gibt Abbildung 1.

Inflammation
Chemokin-Expression
Zytokin-Freisetzung
Uroepithelialer Verlust

Gewebsverletzung
(Blase/Prostata)

Allergie/

Hypoxie Schmerzantwort
Medikamente
Chronischer Schmerz
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Bewiltigung, Blasenhals-/Beckenboden-
Kathastrophisieren m Neuropathie / Spasmen und Ischdamie
Schy,Sche, Allodynie
mel'z

Hyperalgesie

Abbildung 1: Multifaktorielle Pathogenese bei CP/CPPS (modifiziert nach Shoskes und Nickel,
2013).

Die klinische Prasentation des CP/CPPS umfasst eine grof3e Bandbreite an Symptomen in
unterschiedlicher Auspragung. Gefordert ist ein Bestehen der Symptomatik uUber
mindestens drei Monate innerhalb der letzten sechs Monate (Krause et al., 2011). Hierbei
stellt der Schmerz im Urogenital-, Anorektal- und Beckenbereich zumeist ein

Hauptsymptom dar. Die haufigste Schmerzlokalisation ist das Perineum, gefolgt von
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Schmerz im Hodenbereich, Schmerz bei Ejakulation, Dysurie, Schmerzen im
Schambereich sowie im Bereich der Penisspitze (Wagenlehner et al., 2012). Des Weiteren
bestehen haufig Lower-Urinary Tract Symptoms (LUTS) im Sinne obstruktiver und irritativer
Miktionssymptome. Bei etwa 39-68 % der Patienten besteht = 1 LUTS Symptom (Rees et
al., 2015). Auch sexuelle Dysfunktion, insbesondere Ejaculatio praecox, erektile
Dysfunktion und verminderte Libido kénnen Teil der Symptomatik sein und werden von 46-
92 % der Patienten berichtet. Es besteht zudem eine Assoziation zu psychosozialen
Symptomen wie Depression, Angst- und Panikstdrungen, sowie einer subjektiv
verminderten Lebensqualitat (Rees et al., 2015). Berichtet wird sogar von einer vergleichbar
eingeschrankten Lebensqualitat wie in fortgeschrittenen Stadien bei Herzinsuffizienz oder
Diabetes mellitus (McNaughton Collins et al., 2004).

Diagnostisch sind die korperliche Untersuchung sowie der differentialdiagnostische
Ausschluss anderer Erkrankungen unumganglich. Differentialdiagnostische Uberlegungen
schlieBen mitunter Harnwegsinfektionen, Malignome, Prostataabszesse, Epididymo-
Orchitis, BPS, Urethrastriktur, neurologische Erkrankungen oder Urogenitaltuberkulose ein
(Rees et al., 2015). Im Rahmen der Diagnostik kommt der NIH-Chronic Prostatitis
Symptom Index (NIH-CPSI) zur Anwendung, welcher sowohl initial einen Uberblick tiber
die bestehende Symptomatik und deren Auspragung gibt, als auch als Verlaufsparameter
im Rahmen der Therapie von Bedeutung ist. Der Fragebogen gibt die Symptomauspragung
in den drei Kategorien Schmerz, Miktion und Lebensqualitat wieder, wobei die Kategorie
,Schmerz“ am besten zwischen der Diagnose CP/CPPS und anderen Erkrankungen
unterscheidet (Wagenlehner et al., 2009). Zudem haben die Schmerzintensitat und -
haufigkeit den grofiten Einfluss auf die Domane Lebensqualitat (Wagenlehner et al., 2012).
Zur Klarung weiterer Symptome kommen zudem andere standardisierte Fragebégen zur
Anwendung, so beispielsweise der International Prostate Symptom Score (IPSS) zur
Evaluation prostatisch bedingter Miktionsbeschwerden, oder der International Index of
Erectile Function (IIEF-5) zur Erfassung des Symptoms sexuelle Dysfunktion (Magistro et
al., 2016; Rees et al., 2015). Ein malgebliches Element der CP/CPPS Diagnostik ist
weiterhin die 4- oder 2-Glaser-Probe. Hierbei werden Erst- und Mittelstrahlurin sowie
Prostataexprimat und Exprimaturin nach Prostatamassage, beziehungsweise Erst- und
Exprimaturin untersucht. Es erfolgt zudem die Klassifizierung in ein entziindliches und nicht-
entziindliches Beckenschmerzsyndrom, je nach Vorhandensein von Leukozyten im
Exprimaturin. Weitere diagnostische Instrumente stellen die Uroflowmetrie sowie
gegebenenfalls weitere urodynamische und bildgebende Verfahren, bakterielle Kultur,
Ejakulatuntersuchung, Hormonbestimmungen und psychosomatische Evaluation dar
(Magistro et al., 2016).
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Aufgrund seiner Heterogenitat und der nicht abschlieRend geklarten Atiologie ist das
Krankheitsbild therapeutisch schwer fassbar und es hat bisher kein monotherapeutischer
Ansatz eindeutige Vorteile zeigen kénnen (Shoskes und Nickel, 2013). Vielmehr wird daher
ein individuelles und multimodales Therapiekonzept angestrebt (Magistro et al., 2016).
Therapieoptionen umfassen die Gabe von o-Rezeptor-Antagonisten, antimikrobielle
Therapien, nichtsteroidale Antirheumatika (NSAR), hormontherapeutische und
neuromodulierende  Verfahren, Phytotherapie, physikalische  Therapie und
psychosomatische Ansatze (Wagenlehner et al., 2009; Nickel, Shoskes und Wagenlehner,
2013; Magistro et al., 2016). Um Therapieoptionen zielgerichteter nutzen zu kénnen und
die heterogene Patientengruppe in Symptomschwerpunkte stratifizieren zu kénnen, ist die
UPOINTS-Phanotypisierung sinnvoll, welche in Tabelle 2 dargestellt ist (Shoskes et al.,
2009; Shoskes und Nickel, 2013). UPOINTS umfasst sieben Symptomkomplex-Domanen:
Urinary, Psychosocial, Organ specific, Infection, Neurologic/Systemic, Tenderness, Sexual
Dysfunction. Es konnte gezeigt werden, dass die Zahl an positiven Domanen sowohl mit
der Symptomintensitat in Form eines héheren NIH-CPSI Gesamtscores, als auch mit der
Dauer der Symptomatik positiv korreliert (Shoskes et al., 2009). Im Rahmen der Diagnostik
kénnen somit positive Domanen ermittelt und auf diese ausgerichtete Therapiestrategien

angewandt werden (Shoskes und Nickel, 2013).

Tabelle 2 UPOINTS-Phéanotypisierung (modifiziert nach Magistro et al., 2016)

Urinary Obstruktive/ irritative o-Blocker, anti-muskarinerge
Symptome, signifikante Substanzen
Restharnmengen

Psychosocial Depression, Angststérungen Verhaltenstherapie,

psychologische
Mitbehandlung,

Antidepressiva, Anxiolyse

Organ specific Druckempfindlichkeit der Quercetin, Pollenextrakt
Prostata, Leukozyten im
Prostatasekret,
Hamatospermie, Kalzifizierung,
Obstruktion
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Infection

Neurologic/Systemic

Tenderness

Sexual Dysfunction

Positive Prostatasekret-
Bakterienkulturen,
vorangegangene

Harnwegsinfektionen

Beckenlbergreifende
Schmerzen,
Reizdarmsyndrom,
Fibromyalgie, Chronisches

Fatigue Syndrom

Beckenbodendysfunktion,

Muskel-Trigger-Punkte

Erektile Dysfunktion,
Ejakulations- und
Orgasmusstérungen,

Libidoverlust

Antibiotika

Gabapentin, Trizyklische

Antidepressiva, Akupunktur

Physiotherapie,
Beckenbodenrelaxation,
Muskelrelaxantien,

Warmetherapie

PDE-5-Inhibitoren,
Schwellkdrperinjektionen,
intraurethrale Agentien,
Verhaltenstherapie, SSRI,

topische Agentien

Insgesamt machen die hohe Pravalenz des CP/CPPS, die bislang nicht vollstandig geklarte
Atiologie und Pathogenese, die Heterogenitat der Patientengruppe, die Komplexitat von
Symptomatik und Diagnostik sowie die Notwendigkeit zu individuell angepassten
Therapieschemata das Krankheitsbild zu einem relevanten Gegenstand urologischer

Forschung.

1.2 Mannliche Infertilitat
Definitionsgemal besteht ein unerfillter Kinderwunsch, wenn bei einem Paar nach einem
Jahr

eingetreten st

Geschlechtsverkehrs keine Schwangerschaft
1993).

Bedeutung, so liegt die

ungeschitzten, regelmafigen

(Rowe und World Health Organization, Die Dauer des

Kinderwunsches ist auch  prognostisch  von
Spontanschwangerschaftsrate bei ungeschiitztem Geschlechtsverkehrim ersten Jahr noch
bei 84 %, im zweiten Jahr bei 49 % und im dritten Jahr nur noch bei 14 % (Te Velde,
Eijkemans und Habbema, 2000). Um eine primare Infertilitdt handelt es sich, wenn noch zu

keinem Zeitpunkt eine Schwangerschaft eingetreten ist, um eine sekundare Infertilitat, wenn
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es vormals bereits zu einer Schwangerschaft kam (Rowe und World Health Organization,

1993). Die Pravalenz von unerfilltem Kinderwunsch wird mit etwa 15 % angegeben
(Weidner et al., 2002; aktualisierte Version von Junwirth et al., 2018). Die Atiologie ist

vielfaltig und bei beiden Geschlechtern zu suchen. Schatzungsweise liegen die Griinde zu

je 50 % ursachlich oder als Kofaktor auf weiblicher beziehungsweise mannlicher Seite. Bei

etwa einem Drittel der Paare besteht eine idiopathische Infertilitat bei normwertigen

Befunden (Kliesch, 2017). Nicht zuletzt aus diesem Grund ist eine interdisziplinare

Betreuung infertiler Paare von groRer Bedeutung. Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber die

moglichen Ursachen mannlicher Infertilitat.

Tabelle 3 Ursachen mannlicher Infertilitat (modifiziert nach Harth, Brahler, Schuppe, 2012)

Hypothalamisch-hypophysare

Storungen

Androgen-Resistenz

Testesschaden

Posttestikulare Faktoren

Hypogonadotroper
Hypogonadismus
Hypopituitarismus

Hyperprolaktindmie

Androgenrezeptor-Mutationen

50-Reduktase-Mangel

Genetische Stérungen
Maldescensus testis
Infektionen/Entziindungen
Varikozele
Stoffwechselerkrankungen und
systemische Erkrankungen
Spermatogenese-schadigende
Umweltfaktoren (Hitze, Strahlung
etc.)

Medikamente

Onkologische Therapien
Hodentumor

Idiopathische Stérungen

Obstruktion
Infektionen/Entziindungen
Nebenhodenfunktionsstérungen

Spermatozoen-Antikdrper
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e Erektions- und
Ejakulationsstérungen,

anatomische Fehlbildungen

Neben (Paar-)Anamnese und andrologischer Anamnese, korperlicher sowie
gegebenenfalls apparativer Untersuchung(en) und endokrinologischer Diagnostik stellt
nach wie vor das Spermiogramm nach WHO-Kriterien den Kern der Diagnostik dar (Kliesch,
2017). Bei speziellen Fragestellungen oder entsprechenden Hinweisen kénnen zusatzlich
Spermienfunktionstests oder eine mikrobiologische Diagnostik erfolgen. Im Folgenden sind
die Parameter und Referenzwerte eines Basis-Spermiogramms sowie von biochemischen
Ejakulatparametern dargestellt (Tab. 4).

Tabelle 4 Parameter des Basis-Spermiogramms mit Referenzwerten und 95 % Konfidenzintervall
(modifiziert nach World Health Organization and Department of Reproductive Health and Research,
2010)

Volumen (ml) 1,5(1,4-1,7)
pH 7,2
Verflissigungszeit (min) 15-60

Gesamtspermatozoenzahl (x10%Ejakulat) 39 (33-46)

Spermatozoenkonzentration (x10°/ml) 15 (12-16)
Gesamtmotilitat (PR+NP; %) 40 (38-42)
Progressive Motilitat (PR; %) 32 (31-34)
Morphologie (%) 4 (3,0-4,0)
Vitalitat (%) 58 (565-63)

Weitere Grenzwerte

Peroxidase-positive Leukozyten (x108/ml)  <1,0

Fruktose (umol/Ejakulat) =13
o-Glukosidase (mU/Ejakulat) =20
Zink (umol/Ejakulat) 224

Die Therapie beziehungsweise das Management bei Infertilitat richtet sich zunachst nach

den auslésenden Faktoren, insofern diese identifiziert werden kdnnen. Neben praventiven
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oder kausalen Therapiemdglichkeiten wie Kryokonservierung, medikamentdser
(Substitutions-)Therapie und operativen Verfahren stehen bei entsprechender Indikation
nicht-kausale Therapieoptionen in Form von Methoden der assistierten Reproduktion (ART)
zur Verfugung. Eine Ubersicht (nach Kliesch, 2017) ber mégliche Verfahren je nach
Befund ist in Abbildung 2 dargestellt.

Normozoospermie

IVF-Versager/
MAR-Test positiv

Oligozoospermie/ AusmaR der

Ejakulateinschrankung?

OAT-Syndrom/
Kryospermien

Azoospermie
(obstruktiv/nicht-

obstruktiv) Keine Spermien Fremdsamenspende/

Adoption

Abbildung 2: Mdglichkeiten der assistierten Reproduktion in Abhangigkeit von der mannlichen
Indikation (modifiziert nach Kliesch, 2017).

1.3 Fertilitat und urogenitale Infektionen

Wie oben beschrieben sind auch urogenitale Infektionen in der Lage, die Fertilitat zu
beeinflussen und stellen eine gegebenenfalls reversible Ursache dar. So wird flr
infektionsbedingte mannliche Fertilitdtsstérungen eine Pravalenz von 6-10 % angegeben
(Tattelmann und Nieschlag, 2009). Die Beeinflussung der Fertilitat durch Infektionen kann
uber unterschiedliche Mechanismen zustande kommen. So ist eine direkte Beeinflussung
der Spermatogenese, Spermienintegritdt beziehungsweise Spermienfunktion durch
Erreger oder Erregerbestandteile moglich. Zudem sind Immunantworten, welche die
spezifische Immunregulation des Hodens negativ beeinflussen, Entzindungsmediatoren,
unter anderem reaktive Sauerstoff Spezies (ROS), sowie Anti-Spermatozoen-Antikdrper
(ASA) in der Lage, eine direkte oder indirekte Schadigung zu verursachen. Weitere
Mechanismen schlieRen infektionsbedingte Fehlfunktionen der akzessorischen Drisen
sowie anatomische oder funktionelle Stérungen der Samenwege ein (Schuppe et al., 2017).
Bei Patienten mit Epididymitis beziehungsweise Epididymo-Orchitis konnte im akuten
Krankheitsstadium ein deutlicher Abfall der Spermienkonzentration, -motilitdt und -
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morphologie = beobachtet werden. Als ursachlich werden eine direkte
Spermatogeneseschadigung durch ein Ubergreifen der Inflammation auf den Hoden
beziehungsweise eine konsekutive Obstruktion der Samenwege diskutiert. Die Befunde
zeigen sich im Verlauf innerhalb von drei bis sechs Monaten grof3tenteils regredient, jedoch
resultiert bei 10 % der Patienten eine Azoospermie, bei weiteren 30 % eine
Oligozoospermie, und bedeutet daher in der Summe bei 40 % eine potenzielle Sub-
beziehungsweise Infertilitat (Rusz, Pilatz, Wagenlehner, Linn, Diemer, et al., 2012; Pilatz et
al., 2016). In einer weiteren Studie zeigten sich qualitative Veradnderungen der Spermien
auf Proteinebene, welche auch bei Patienten mit regelrechten Spermiogrammparametern
auftraten und ebenfalls zum Entstehen einer Sub- oder Infertilitat beitragen kdnnten (Pilatz
et al., 2014). In Bezug auf die isolierte Orchitis, atiologisch zumeist im Rahmen einer
systemischen, viralen Infektion, berichten Studien ebenfalls von Einschréankungen der
Ejakulatqualitdt ahnlich des akuten Stadiums der Epididymo-Orchitis. Allerdings ist die
Studienlage durch die Seltenheit von primar akuten, symptomatischen, isolierten Orchitiden
recht heterogen (Pilatz et al., 2016; Schuppe et al., 2017).

Eine uneinheitliche Studienlage zeigt sich auch in Bezug auf die Fertilitat bei chronischer
Prostatitis. Fir die chronisch bakterielle Prostatitis existieren bislang nur wenige Studien,
welche die Auswirkungen auf die einzelnen Spermienparameter untersuchten. Zum Teil
wurden hier negative Einflisse, insbesondere auf Spermienmotilitdt und
Spermienmorphologie, beschrieben (Pilatz et al., 2016). Eine Metaanalyse von Condorelli
et al. berichtete zudem von einer verminderten Spermienvitalitat, totaler sowie progressiver
Motilitat (Condorelli et al., 2017). Insgesamt vermuteten Pilatz et al. in Anbetracht der
schwachen Studienlage allerdings einen hoéchstens geringen negativen Effekt auf
Spermienparameter (Pilatz et al., 2016).

Auch die Studienlage zum Einfluss von CP/CPPS auf die Fertilitat bleibt uneinheitlich. So
konnten Studien zum Teil keinen Einfluss auf die Standard-Spermienparameter
nachweisen, zugleich berichteten andere Studien von signifikanten Einflissen, haufig
insbesondere die Spermienmotilitdt und -morphologie betreffend (Rusz, Pilatz,
Wagenlehner, Linn, Diemer, et al., 2012). Auch eine Metaanalyse von Fu et al. konnte
zeigen, dass insbesondere Spermienmorphologie, progressive Motilitat sowie zusatzlich
die Spermienkonzentration bei CP/CPPS signifikant reduziert sind (Fu et al., 2014).
Obengenannte Metaanalyse von Condorelli et al. zeigte zudem ein vermindertes
Ejakulatvolumen, sowie ebenfalls eine verminderte Spermienkonzentration, progressive
Motilitat und eingeschrankte Spermienmorphologie bei CP/CPPS. Bemerkenswerterweise
wurde hier auch von einer geringeren Zink-Konzentration im Seminalplasma sowie einem
erhéhten Vorkommen von Spermienantikdrpern bei Patienten mit CP/CPPS berichtet

(Condorelli et al., 2017). Bei Schagdarsurengin et al. zeigte sich eine signifikante
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Assoziation von CP/CPPS mit reduzierter progressiver Spermienmotilitét und
Gesamtmotilitédt, Spermienmorphologie und einem niedrigeren pH des Ejakulats. Die Studie
berichtete zudem von einem erhdhten Anteil an unreifen Spermatozoen sowie signifikant
erhdhten Leukozytenzahlen im Ejakulat (Schagdarsurengin et al., 2017). Eine Arbeit von
Henkel et al. untersuchte, ob die Akrosomreaktion bei CP/CPPS beeinflusst ist, wobei sich
eine geringere Induzierbarkeit und erhéhte spontane Akrosomreaktion zeigten (Henkel et
al., 2006).

1.4 Spermien-DNA-Fragmentierung

Im Zentrum der Evaluation mannlicher Fertilitdt steht diagnostisch die
Ejakulatuntersuchung mittels Basis-Spermiogramm. Trotz der hierbei ermittelten, haufig
wegweisenden Befunde bietet das Spermiogramm keine endgiiltige Sicherheit bei der
Diskriminierung zwischen fertil und infertil. So zeigen etwa 15 % der Patienten mit ,male
factor infertility“ ein unauffalliges Ergebnis. Auch kann das Spermiogramm alleine keine
pradiktiven Informationen Uber mdgliche Erfolge bei Durchfliihrung einer assistierten
Reproduktion liefern (Schulte et al.,, 2010). Daher hat sich neben dieser Standard-
Diagnostik in den letzten Jahren der Fokus auf weitere fertilitatsrelevante Aspekte, mitunter
auch auf die Untersuchung von Spermien auf molekularer Ebene ausgeweitet. Hierzu zahlt
auch die Bestimmung der DNA-Integritat in Spermien. Ein Hauptparameter ist die
Spermien-DNA-Fragmentierung (SDF), definiert als Einzel- und Doppelstrangbriiche in
nuklearer DNA (Evenson, 2016).

Die Atiologie dieser Strangbriiche kann multifaktoriell bedingt sein und auf
unterschiedlichen Ebenen im Reifungsprozess oder bei ausdifferenzierten Spermien
entstehen, wobei ein gewisses Mal} an Strangbriichen physiologisch besteht (Gonzalez-
Marin, Gosalvez und Roy, 2012). Atiologisch sind sowohl intrinsische als auch extrinsische
Faktoren von Bedeutung. Zu den intrinsischen Faktoren werden insbesondere eine
fehlerhafte Spermien-Reifung bzw. Chromatin-Verpackung sowie die abortive Apoptose
gezahilt.

Bei der Spermienreifung sind temporare DNA-Strangbriiche notwendig, um die
Torsionsspannung bei Kompaktierungsvorgangen zu reduzieren und Chromatin im
Rahmen der Histon-Protamin-Transition zu lockern. Dies erfolgt durch Histon-
Hyperacetylierung und das Einfiihren von Strangbriichen durch die DNA Topoisomerase |l,
welche im weiteren Verlauf auch fur die Reparatur der Strangbriiche verantwortlich ist.
Bleibt der Reparaturvorgang aus, bestehen die Strangbriiche weiterhin und es kommt
vermehrt zu DNA-Fragmentierung (Paasch, Grunwald und Glander, 2007; Schulte et al.,
2010; Gonzalez-Marin, Gosalvez und Roy, 2012).
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Eine weitere Theorie zur Entstehung von DNA-Schaden in Spermien ist die der abortiven
Apoptose. Im Hoden dient die Apoptose der Beschrankung der Zellzahl, Steuerung der
Betreuungskapazitat der Sertoli-Zellen und zur selektiven Elimination von nicht
reifungsfahigen Zellen. Reguliert wird dies vermutlich mitunter Uber den Fas-Rezeptor auf
Keimzellen und den Liganden FasL, welcher von Sertoli-Zellen exprimiert wird. Da
Infertilitdtspatienten haufig einen erhdhten Anteil an Fas+ Spermien, sowie vermehrt
weitere Apoptosemarker zeigen, wird vermutet, dass bei diesen eine unvollstdndige Form
der Apoptose mit konsekutiven DNA-Schaden stattfindet (Paasch, Grunwald und Glander,
2007; Schulte et al., 2010; Gonzalez-Marin, Gosalvez und Roy, 2012; Aitken und Baker,
2013).

Neben diesen intrinsischen Faktoren besteht Anhalt dafir, dass in epididymalen und
ejakulierten Spermien mehr DNA-Schaden vorkommen als in testikularen. Daher scheinen
zudem extrinsische Faktoren und hierbei insbesondere oxidativer Stress durch vermehrtes
Vorkommen von Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) von Bedeutung zu sein. So waren
unter infertilen Mannern bei etwa 25 % erhdhte ROS-Level im Ejakulat nachweisbar
(Schulte et al., 2010). Reaktive Sauerstoffspezies sind oxidativ wirksame, hochreaktive freie
Radikale. Sie spielen eine Rolle in der normalen Spermatozoenfunktion, mitunter bei
Kapazitation und Akrosomreaktion, und werden hier von Spermatozoen selbst gebildet.
(Paasch, Grunwald und Glander, 2007). Oxidativer Stress entsteht, wenn ein
Ungleichgewicht zwischen oxidativen und antioxidativen Substanzen vorherrscht.
Urséachlich fur eine Uberhdhte ROS-Produktion sind insbesondere Leukozyten sowie - in
geringerem Mal3e - unreife Spermatozoen (Schulte et al., 2010). Die Plasmamembran eines
Spermiums ist besonders vulnerabel gegenuiber ROS. Dies liegt darin begriindet, dass sie
einen hohen Anteil an ungesattigten Fettsduren enthalt. Durch deren Oxidation kann es
zum Verlust der Membranintegritat, zu Permeabilitatsungleichgewichten und konsekutiven
Schaden von zellularen Komponenten, sowohl nuklearer als auch mitochondrialer DNA
sowie Apoptose kommen (Gharagozloo und Aitken, 2011; Walczak-Jedrzejowska, Wolski
und Slowikowska-Hilczer, 2013). Zu hohe ROS-Level beglinstigen daher DNA-Schaden in
Form von Basenaddukten, Einzel- und Doppelstrangbriichen. So zeichnet sich eine positive
Korrelation zwischen ROS und DNA-Fragmentation ab (Schulte et al.,, 2010). Da
Spermatozoen oxidativem Stress insbesondere im Nebenhoden sowie beim Transport im
Seminalplasma ausgesetzt sind, greifen Reparaturmechanismen haufig nicht mehr. Eine
letzte Mdglichkeit zur DNA-Reparatur besteht durch die Oozyte, wobei auch diese nur in
eingeschranktem Male hierzu fahig ist. Bei ejakulierten Spermatozoen bieten daher die
kompakte Verpackung der DNA sowie antioxidative Komponenten des Seminalplasmas

Schutz vor ROS. Es besteht somit eine enge Verbindung zwischen der effektiven
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Protamination und durch oxidativen Stress verursachte DNA-Schaden (Cho und Agarwal,
2018).

Neben den genannten molekularen Mechanismen gibt es multiple extrinsische Griinde,
welche in Zusammenhang mit diesen stehen und kausal oder beeinflussend mit einwirken.
Eine Ubersicht ist in Abbildung 3 gezeigt. Zudem ist zu beachten, dass in den meisten
Fallen nicht ein einzelner Mechanismus fur die Entstehung von erhéhter Spermien-DNA-
verantwortlich ist, sondern am ehesten eine Kombination

Fragmentation aus

obengenannten Mechanismen (Aitken und De luliis, 2009).

Intrinsische Faktoren Extrinsische Faktoren

0% Priméare Pathologien des
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Abbildung 3: Mechanismen und Faktoren der Entstehung von DNA-Fragmentation (modifiziert
nach Cho und Agarwal, 2018).

Um Spermien-DNA-Fragmentation zu messen, wurden in der Vergangenheit mehrere
Methoden etabliert. Eine der am haufigsten verwendeten Methoden ist der Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA®). Etabliert vor Gber 35 Jahren von Evenson et al.
basiert der Test auf der durchflusszytometrischen Messung von Akridinorange-gefarbter
Spermien DNA nach Sauredenaturierung. Durch unterschiedliche Emissionsmaxima nach
Akridinorange Farbung doppelstrangiger (grin) oder einzelstrangiger (rot) DNA kann durch
die Quantifizierung des metachromatischen Shifts der prozentuale Wert an Spermien mit
Er wird als

DNA-Fragmentierung an der Spermiengesamtzahl ermittelt werden.

Hauptparameter DNA Fragmentation Index (DFI) angegeben (Evenson et al., 1999;
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Evenson, 2016). Starken des SCSA stellen die langjahrige Erfahrung mit der Methode, das
standardisierte Protokoll und die daher geringe Variabilitat zwischen unterschiedlichen
einzelnen Messungen, Untersuchern und Laboren dar. Zudem ist es moglich, in kurzer Zeit
eine hohe Zellzahl zu messen. Nachteile bestehen in verhaltnismafig hohen Kosten und
erhéhtem technischem Aufwand (Evenson, 2016; Raheem und Walsh, 2017).

Eine vereinfachte Version der Methode ist der AO-Test, bei welchem ebenfalls mit
Akridinorange gearbeitet wird, jedoch keine durchflusszytometrische Messung, sondern
eine fluoreszenzmikroskopische Evaluation erfolgt. Aufgrund der subjektiven Befundung,
der nicht immer eindeutigen Fluoreszenzauspragung von Akridinorange, dem heterogenen
Farbemuster und schnellen Abblassen der Farbung wird der AO-Test aktuell nicht in der
klinischen Diagnostik empfohlen (Krause et al., 2011; Schulte et al., 2010).

Eine weitere haufig genutzte Methode ist der TUNEL-Assay (terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated fluorescin-dUTP nick end labeling assay). Er quantifiziert direkt
Einzel- und Doppelstrangbriiche durch die Inkorporation von markiertem dUTP, gefolgt von
fluoreszenzmikroskopischer oder durchflusszytometrischer Messung. Vorteile stellen auch
hier die geringe Interobserver-Variabilitat dar, sowie die Moglichkeit der mikroskopischen
oder durchflusszytometrischen Messung. Nachteilig ist die fehlende Standardisierung des
Protokolls und die damit einhergehende eingeschrankte Vergleichbarkeit zwischen
verschiedenen Laboren (Krause et al., 2011; Sharif, 2013; Raheem und Walsh, 2017).

Ein in Teilen ahnlicher Test ist der In-situ-Nick-Translation-Assay, welcher ebenfalls an
Strangbriichen inkorporierte dUTPs quantifiziert, hierbei allerdings nur Einzelstrangbriiche
erfasst. Aufgrund der niedrigen Sensitivitat ist sein klinischer Wert eingeschrankt und
anderen Tests unterlegen.

Auch der COMET Assay misst Strangbriiche direkt und individuell fir jedes Spermium.
Durch  Fluoreszenzfarbung und gelelektrophoretische  Auftrennung entstehen
kometenférmige  Formationen, wobei DNA Fragmente den charakteristischen
,Kometenschweif* bilden und DNA-Schaden quantifiziert werden konnen. Bei diesem Test
ist von Vorteil, dass eine niedrige Spermienzahl zur Messung ausreicht.

Zuletzt gehort der Sperm Chromatin Dispersion Test (Halo-Test) zu den gelaufigsten
Messmethoden. Er wird als einfacher und kostengunstiger Test beschrieben, welcher
weniger DNA-Schaden, als vielmehr Spermien mit weitestgehend intakter DNA erfasst.
Hierbei sind nur diese in der Lage, in wassriger Agarose nach Sauredenaturierung und
Entfernung der nukledren Proteine entstehende charakteristische Halos zu formen. Vorteil
ist die Einfachheit des Tests, Nachteil wiederum die hohe Interobserver-Variabilitat (Schulte
et al., 2010; Krause et al., 2011; Evenson, 2016; Raheem und Walsh, 2017). Des Weiteren
gibt es verschiedene Farbemdglichkeiten, wie Toluidinblau, Chromomycin A3 (CMA3) oder

Anilinblau, welche an dieser Stelle nur kurz erwahnt werden sollen.

14



Einleitung

Zahlreiche Studien haben von einer Assoziation von DNA-Schaden in Spermien und
mannlicher Infertilitdt berichtet. Dadurch kdénnen DNA-Schaden mittlerweile als
zusatzlicher, aussagekraftiger Marker zur Evaluation des Fertilitatsstatus bewertet werden.
Eine Beeinflussung der Fertilitdt durch DNA-Schaden ist auf vielen Ebenen mdglich und
reicht bis hin zu erhéhten Raten an Fehlgeburten (Baldi und Muratori, 2014). Es konnte
gezeigt werden, dass infertile Manner im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung und Mannern
mit nachgewiesener Fertilitdt signifikant vermehrt DNA-Schaden in Spermien aufweisen
(Baldi und Muratori, 2014; Schulte et al., 2010). In der Literatur wird berichtet, dass bei
einem im SCSA gemessenen DFI von = 20 % die Chance auf eine spontane Konzeption
auch bei sonst normwertigem Spermiogramm erheblich reduziert ist und bei Werten von =
30 — 40 % gegen Null geht (Baldi und Muratori, 2014; Evenson et al., 1999). Evenson et al.
schlugen daher einen klinischen Grenzwert des DFI von = 25 % vor (Evenson, 2017).
Gleichzeitig werden bei Mannern mit verminderten Spermiogrammparametern bereits DFI-
Werte von = 10 % als kritisch angesehen (Baldi und Muratori, 2014). Interessanterweise
wies eine Studie bei 80 % der Paare mit diagnostizierter idiopathischer Infertilitat erhohte
DNA-Schaden in Spermien (> 25 %) nach (Sharif, 2013).

Auch zeigen sich Auswirkungen von DNA-Schaden im Rahmen der assistierten
Reproduktion. So sind bei Intrauteriner Insemination (IUl) bei DFI-Werten von = 30 %
deutlich reduzierte Erfolgschancen zu erwarten (Schulte et al., 2010). In einer Metaanalyse
von Evenson et al. war die Chance auf eine Schwangerschaft bei Paaren mit IUl 7,3-fach
héher bei einem DFI von < 30 % im Vergleich zu > 30 % (Evenson und Wixon, 2006).
Kontrovers bleibt die Aussagekraft von Spermien DNA-Integritat im Rahmen von IVF und
ICSI. Auch bei IVF wird in einigen Studien von erhdhten Erfolgschancen und besserer
Embryonenqualitat berichtet, wenn der Anteil an Spermien mit DNA-Schaden unterhalb der
Grenzwerte lag (Baldi und Muratori, 2014). In einer Studie unter Verwendung des COMET-
Assays lag die Lebendgeburtenrate nach IVF bei einer Spermien-DNA-Fragmentation von
<25 % bei 33 %, wahrend sie bei Werten > 25 % nur noch 13 % betrug (Baldi und Muratori,
2014). Wieder andere Studien konnten keine signifikanten Unterschiede in
Schwangerschaftsraten nach IVF oder ICSI bestatigen (Schulte et al., 2010). Insgesamt
scheint das Outcome nach ICSI am wenigsten abhangig von Spermien DNA-Schaden zu
sein. Dies konnte der Tatsache geschuldet sein, dass allein durch die Auswahl eines
effizient beweglichen und morphologisch adaquaten Spermiums die Wahrscheinlichkeit
relevanter DNA-Schaden reduziert ist. So zeigten sich dhnliche Erfolgsraten nach ICSI bei
Patienten mit sehr hohem DFI (=250 %) und sehr niedrigem DFI (€15 %) (Wright, Milne und
Leeson, 2014).

Insgesamt wird vermutet, dass Manner mit einem hohen Ausmalfl an DNA-Schaden in

Spermien geringere Chancen haben, eine Schwangerschaft zu erzielen. Es wird geschatzt,
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dass DNA-Schaden in Spermien als pradiktives Mall flr das Erzielen einer
Schwangerschaft von der natlrlichen Konzeption bis zur ICSI in seiner Voraussagekraft
abnimmt. Gleichzeitig kann keine allgemeingultige Aussage Uber einen bestimmten Wert
getroffen werden, ab welchem keine Schwangerschaft mehr mdglich ware, da DNA-

Schaden in den meisten Fallen nur einen Teil der Spermien betreffen (Schulte et al., 2010).

1.5 Protamine und Protamin-Ratio

Grundsatzlich unterscheidet sich die Chromatinstruktur in Spermien in ihrem Aufbau von
dem somatischer Zellen. Aufgrund der geringen Grofle des Spermiennucleus und um
Schutz vor schadigenden Faktoren wahrend Speicherung und Transport im mannlichen und
weiblichen Reproduktionstrakt zu gewahrleisten, ist die DNA hoch kompakt angeordnet.
Gleichzeitig muss eine schnelle Dekondensation in der Oozyte moglich sein, wobei jeder
strukturelle Fehler zu Verzdgerungen oder Defekten bei der Freisetzung der paternalen
Erbinformation fihren kann (Paasch, Grunwald und Glander, 2007). Zur Kompaktierung
werden im Verlauf der Spermienreifung etwa 85-90 % der Histone durch Protamine ersetzt,
welche nur etwa halb so grof® sind wie Histone und sich mit der DNA zur Einheit eines
Toroids organisieren. Eine weitere Kompaktierung erfolgt im Nebenhoden durch die
Ausbildung von Disulfidbriicken auf etwa ein Sechstel des Volumens in somatischen Zellen
(Gonzalez-Marin et al., 2012; Schulte et al., 2010). Der Ersatz des Grofteils der Histone
erfolgt sukzessive zunachst in runden Spermatiden durch zwei Transitionsproteine (TP 1
und 2) und in einem zweiten Schritt in elongierenden Spermatiden schlieRlich durch
Protamine. Dieser Vorgang wird als Histon-Protamin-Transition bezeichnet (Abb. 4) (Steger
et al., 2000).
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Abbildung 4: Chromatinstruktur in Spermien; nach der Histon-Protamin-Transition formt Protamin-
gebundene DNA Toroidstrukturen, Histon-gebundene DNA verbleibt in Solenoidstrukturen
(modifiziert nach Agarwal, 2011).

Bei Menschen gibt es zwei verschiedene Protamine, Protamin 1 (P1), welches sich bei fast
allen Saugetieren findet und Protamin 2 (P2), welches nur bei wenigen Spezies,
beispielsweise Mensch und Maus, vorkommt. Die Gene fur Protamin 1 (PRM 1) und
Protamin 2 (PRM 2) liegen beim Menschen auf Chromosom 16. lhre Expression erfolgt
sofort nach der Meiose in runden Spermatiden. Die Translation findet nach Speicherung
der Transkripte zeitlich verzogert in elongierenden Spermatiden statt, nachfolgend kommt
es zur Kompaktierung des Chromatins und damit zum globalen Transkriptionsstop (Steger
und Balhorn, 2018). Protamin 1 besteht aus etwa 50 Aminosauren und ist in der Lage,
lokalisiert an der groRen Furche der DNA-Doppelhelix etwa 10-11 bp zu binden. Protamin
2 ist etwas gréRer und bindet bis zu 15 bp (Balhorn, 2007; Steger und Balhorn, 2018).
Protamine bestehen zu groRen Anteilen (etwa 48 %) aus Arginin, wobei die positiv-
geladenen Arginin-Reste durch die Interaktion mit dem negativ-geladenen DNA-RUckgrat
die Formation eines Toroids und damit die starke Kompaktierung erlauben (Agarwal und
Allamaneni, 2005; Baldi, 2014). Des Weiteren erfolgt die Ausbildung von Disulfid- und
Zinkbriicken an den zahlreichen Zysteinresten (Paasch, Grunwald und Glander, 2007).
Multiple Serin- und Threonin-Reste kdnnen phosphoryliert werden, was vermutlich einer

schnellen Dekondensation in der Oozyte dienlich ist (Baldi und Muratori, 2014).
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Das Verhaltnis von Protamin 1 zu Protamin 2, die Protamin-Ratio (P1/P2 Ratio), bleibt
innerhalb einer Spezies konstant, variiert hingegen stark zwischen verschiedenen Spezies,
vornehmlich aufgrund eines unterschiedlich hohen Protamin 2 Gehaltes (Steger und
Balhorn, 2018). Beim Menschen betragt das Verhaltnis etwa 1, als normwertig gelten Werte
zwischen etwa 0,8-1,2 (Steger et al., 2008). Abweichungen von der normalen Protamin-
Ratio sind mit mannlicher Infertilitdt assoziiert. So konnte im Tiermodell bei Protamin 1 und
Protamin 2 haploinsuffizienten Mausen eine vollstandige Infertilitdt beobachtet werden (
Cho et al., 2001). Auch beim Menschen konnte gezeigt werden, dass Abweichungen von
einem normwertigen Verhaltnis mit mannlicher Subfertilitat und reduzierter Embryoqualitat
assoziiert sind (Steger et al., 2008; Rogenhofer et al., 2013; Ni et al., 2016). Die Protamin-
Ratio bei subfertilen Patienten kann erhéht oder erniedrigt sein (Baldi und Muratori, 2014).
Neben der Bestimmung der P1/P2 Protein Ratio konnte insbesondere die Bestimmung der
P1/P2 mRNA Ratio als Biomarker etabliert werden (Steger et al., 2008; Rogenhofer et al.,
2013). Eine Metaanalyse von Ni et al. zeigte eine bei subfertilen Mannern im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhéhte P1/P2 Protein und mRNA Ratio. In der Mehrheit der Falle ist dies in
einer Protamin 2 Deregulation begriindet, wobei ursachlich von einer héheren Variabilitat
des Protamin 2 Gens ausgegangen wird, welches sich phylogenetisch deutlich spater als
das Protamin 1 Gen entwickelte (Ni et al., 2016). Eine Uberexpression von P1 wurde nur in
einem geringen Teil der Falle beobachtet. Einige Studien zeigen eine Assoziation einer
aberranten Protamin-Ratio und DNA-Schaden in Form von DNA-Fragmentation, was die
Hypothese unterstitzt, dass ein regelrechtes Protamin-Verhaltnis zum Schutz der DNA
bendtigt wird (Baldi und Muratori, 2014; Simon et al., 2011).

Des Weiteren stellt die P1/P2 mRNA Ratio auch einen geeigneten Biomarker fir das
Fertilisierungspotenzial eines Mannes bei assistierter Reproduktion dar. In einer Studie von
Rogenhofer et al. wurden Protamin-Ratios von Mannern, die Teil einer IVF oder ICSI
Behandlung waren, untereinander sowie mit einer gesunden Kontrollgruppe verglichen.
Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei IVF Patienten und der Kontrollgruppe,
hingegen aber eine signifikant veranderte Protamin-Ratio beim Vergleich von ICSI
Patienten mit Kontrollen. Bei sowohl IVF als auch ICSI Patienten wurden bei normaler
P1/P2 mRNA Ratio signifikant erhdhte Fertilisierungsraten erreicht, wobei der Effekt bei IVF
deutlicher war (Rogenhofer et al., 2013). In letzterer Studie konnte keine Korrelation
zwischen abnormaler Protamin-Ratio und Schwangerschaftsraten festgestellt werden. In
einer Studie von Simon et al. waren Fertilisierungsraten nach IVF negativ mit der P1/P2
Ratio assoziiert, wahrend bei ICSI keine signifikante Korrelation zwischen
Fertilisierungsrate und Protamin-Ratio bestand (Simon et al., 2011). Auch in dieser Studie
konnte keine Korrelation zwischen Protaminen und Schwangerschaftsraten gezeigt

werden, andere Studien hingegen berichten von einer solchen Assoziation (Aoki et al.,
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2006; de Mateo et al., 2009). Weiterhin wurde in einer Studie der Zusammenhang zwischen
einer abnormalen P1/P2 mRNA Ratio und wiederholten Fehlgeburten vor der 20. SSW
untersucht, wobei sich signifikante Unterschiede mit einer insgesamt bei Patienten im

Vergleich zu einer Kontrollgruppe erniedrigten Ratio zeigten (Rogenhofer et al., 2017).
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1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Insgesamt stellt CP/CPPS ein Krankheitsbild dar, welches in seiner Atiopathogenese und
seinen Konsequenzen, auch im Hinblick auf die Fertilitat der Patienten, noch zu grof3en
Teilen unverstanden bleibt. Gerade aufgrund des nicht selten noch jungen Alters der
Patienten ist es jedoch wichtig, potentielle Einflisse und Komplikationen in Bezug auf
Fertilitat zu bedenken und entsprechend diagnostisch vorzugehen. Aufgrund in der
Vergangenheit haufig uneinheitlicher Ergebnisse im Hinblick auf
Spermiogrammveranderungen bei CP/CPPS Patienten bleibt fraglich, ob allein mithilfe des
Spermiogramms Aussagen uber die Fertilitat bei der Erkrankung getroffen werden kénnen.
Dies greift in gewissem Malke die aktuelle Fragestellung im Bereich der Andrologie auf, ob
zur Evaluation der Fertilitat eines Mannes weitere diagnostische Mdglichkeiten bestehen,
welche eine prazisere Aussage ermdglichen oder auch pradiktiveren Charakter haben. Ein
Aspekt, welcher hierfur in der allgemeinen Diagnostik bei mannlicher Infertilitdt wie auch in
Bezug auf Fertilitat bei urogenitalen Infektionen in den letzten Jahren vermehrt Bedeutung
erlangte, ist die Evaluation der DNA-Integritat in Spermien. Unter diesem Aspekt wurden
bei der Suche nach einem Marker fir Fertilitat auch die Messung von Spermien-DNA-
Fragmentation sowie der Protamin-Ratio evaluiert. Da dies in der Routinediagnostik
standardmaflig noch nicht erfolgt, ist es von Bedeutung zu wissen, ob bei CP/CPPS
Patienten hier Beeintrachtigungen bestehen, und ob es hilfreich ware, die Basisdiagnostik,

nicht zuletzt im Hinblick auf ART, hierauf zu erweitern.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, die Spermienqualitat bei CP/CPPS Patienten
umfassend zu evaluieren. Hierbei sollen die routinemafig erhobenen Parameter um neuere
Untersuchungsansatze erweitert werden, um somit zum tieferen Verstandnis der
Spermienqualitat und Fertilitdt bei diesem Krankheitsbild beitragen zu kénnen. Hierzu
wurden in dieser Arbeit die Spermiogrammparameter sowie klinische Befunde von
CP/CPPS Patienten sowie einer Kontrollgruppe ermittelt, die Spermien-DNA-
Fragmentierung sowie die Protamin 1/2 mRNA Ratio untersucht und die erhobenen

Befunde miteinander verglichen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

In dieser Studie wurden Blut-, Urin- und Ejakulatproben von Patienten mit chronischer
Prostatitis/chronischem  Beckenschmerzsyndrom (CP/CPPS) sowie von einer
Kontrollgruppe gesammelt, klinische Befunde erhoben und in einer Datenbank erfasst. Alle
Patienten und Probanden wurden anhand eines Aufklarungsbogens Uber das
Forschungsvorhaben und die freiwillige Teilnahme an dieser Studie informiert, und ihre
Einwiligung wurde schriftlich festgehalten. Die Studie erfolgte auf Grundlage der
Zustimmung der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat
GielRen vom 06.06.2013, AZ 55/13.

2.1.1 Untersuchungskollektiv

Das Untersuchungskollektiv der vorliegenden Arbeit umfasste insgesamt 41 Patienten mit
CP/CPPS sowie eine Kontrollgruppe von 22 gesunden Probanden (Tab. 5). Die Patienten
wurden im Rahmen der Prostatitis Sprechstunde an der Klinik fir Urologie, Kinderurologie
und Andrologie der Justus-Liebig-Universitat Gief3en, im Zeitraum von September 2016 bis
April 2017 rekrutiert. In der Sprechstunde wurden standardisiert eine Anamnese,
urologische koérperliche Untersuchung und Blutentnahme durchgefihrt. Im Anschluss
wurden die Patienten gebeten, Ersturin, Exprimaturin nach Prostatamassage und Ejakulat
abzugeben. Die Patientengruppe bestand aus volljahrigen Personen mit der klinisch
gesicherten Diagnose eines CP/CPPS NIH [lIA und NIH [lIB ohne anderweitige

Entziindungen, Infektionen oder Malignome des Urogenitalsystems.

Zur Bildung einer Kontrollgruppe wurden eigenstandig gesunde Probanden uber die
Probandensuche-Funktion des Hochschulrechenzentrums der Justus-Liebig-Universitat
GielRen rekrutiert. Die Probanden wurden an eigens fir diese Studie eingerichteten
Terminen in gleicher Weise wie die Patientengruppe anamnestiziert, untersucht und gaben
Blutproben, Erst- und Exprimaturin sowie Ejakulat ab. In die Kontrollgruppe eingeschlossen
wurden volljahrige Probanden, bei denen keine Hinweise auf eine Erkrankung des
Urogenitaltraktes im Sinne einer Entziindung, Infektion, eines Malignoms oder einer

Spermatogenesestérung vorlagen.
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Tabelle 5 Untersuchungskollektiv

Diagnose Anzahl Alter (Median; Range)
Patientengruppe NIH 1A 2 40 (24-55)
NIH [11B 39 40 (22-62)
NIH [IIA + NIH 11IB 41 40 (22-62)
(CP/CPPS)
Kontrollgruppe Keine 22 29,5 (20-41)
Gesamt 63 34 (20-62)
21.2 Gerate
Tabelle 6 Verwendete Laborgerate
Name Hersteller

CFX96 Real-Time System
Durchflusszytometer MACSQuant® Analyzer
Elektrophoresekammer

Feinwaage AE240

Gefrierschrank (-80°C)

Gelkammer

Heizblock LS 2

Inkubator (37°C)

Klhlschranke (-20°C/4°C)
Kihlzentrifuge MIKRO220R
Magnetrihrer RCT

Mikroskop SC50

Mikrowelle Intellowave

Mikrozentrifuge AL (0,2 ml)
Mikrozentrifuge CFUGE2 (1,5 ml)

pH Meter InLab Routine Pro

Pipetten (1-10 ul, 10-100 pl, 100-1000ul)

Pipettierhilfe

Biorad, Minchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
PeglLab, Erlangen
Mettler-Toledo, Giefden

Thermo Scientific, Waltham, USA
PeqglLab, Erlangen

VLM, Bielefeld

Memmert, Schwabach

Bosch, Gerlingen

Hettich, Tuttlingen

IKAMAG, Staufen

Olympus, Tokio, Japan

LG, Seoul, Studkorea

Carl Roth, Karlsruhe

LLG Labware, Meckenheim
Mettler-Toledo, Giefden
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosiences, Zizers, Schweiz
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Serological Pipette (25 ml)
Spektrophotometer NanoDrop 1000
Stromquelle PowerEase 500
Thermocycler C1000 Touch
Thermocycler MasterCycler
Thermomixer C

Timer

TissuelLyser LT

UV Kammer + Kamera BioDoc Analyze
Vortex 1

Vortex Genie 2

Waage PE400

Zahlgerat COUNTER AC-15

2.1.3 Chemikalien
Tabelle 7 Chemikalien

Name

Akridinorange

Chloroform
Citronensaure-Monohydrat EMSURE®
di-Natriumhydrogenphosphat (>99%)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Ethanol (>99%)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glykogen (20mg/ml)

HyperLadder™ 100bp

IQ™ SYBR® Green Supermix
Isopropanol (>99,8%)

LE Agarose

Sarstedt, NUmbrecht
PeqglLab, Erlangen
Invitrogen, Darmstadt
Biorad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Dostmann, Wertheim
Qiagen, Hilden

Biometra, Géttingen

IKA, Staufen

Scientific Industries, Bohemia, USA
Mettler-Toledo, Giefden
Karl Hecht GmbH & CoKG

LAssistent”, Sondheim v.d. Rhon

Hersteller
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Bioline, Luckenwalde
Biorad, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

23



Material und Methoden

Natriumchlorid (>99,5%)
Natriumhydroxid (>99%)
Orange G

Tris-Hydrochlorid PUFFERAN®
Triton X-100

2.1.4 Reagenzien und Puffer

Tabelle 8 Reagenzien und Puffer
Name
dNTPs (2,5mM)
EDTA (50mM)
GelRed Nucleic Acid Gel Stain

Hexamer-Primer

MACSQuant® Bleach Solution
MACSQuant® Running Buffer
MACSQuant® Storage Solution
MACSQuant® Washing Solution
PeqgGold Trifast™
Oligo-dT-Primer

Ribolock RNase Inhibitor

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe

Hersteller

Promega, Mannheim

Thermo Scientific, Waltham, USA
Biotium, Fremont, USA

Invitrogen by Thermo Scientific,
Waltham, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
PeglLab, Erlangen

Invitrogen by Thermo Scientific,

Waltham, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 9 Reagenzien und Puffer

Acid Detergent Solution (pH 1,2)

20 ml 2,0 N HCI

4,39 g NaCl

0,5 ml Triton X-100

H20O auf 500 ml hinzufigen

Acridine Orange Equilibration Buffer

600 pl Acridine Orange Staining

Solution

200 pl Acid Detergent Solution

Staining Buffer (pH 6,0)

370 ml Citric Acid Buffer (0,1 M)
630 ml Na2PO4 Buffer (0,2 M)
372 g NA2EDTA

8,77 g NaCl

Acridine Orange Stock Solution (1 mg/ml)

5 mg Akridinorange
5 ml Milipore H>O

PBS (1 x) pH 7,4

5 PBS Tabletten
in 1 L ddH20 gelost

TAE Buffer (10 x) pH 8,0

48,8 g Tris

11,42 Glacial Acetic Acid
20 ml 0,5 M EDTA
ddH20 auf 1 L hinzufligen

2% Agarosegel

2 g Agarose
in 100 ml 1 x TAE gel6st

TNE Buffer (1x) pH 7,4

1,42 g Tris-HCI

7,98 g NaCl

0,33 g Na2EDTA

in 900 ml ddH20 geldst
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2.1.5 Enzyme und Enzympuffer
Tabelle 10 Enzyme und Enzympuffer

Enzym

DNase |

DNase | Puffer (10x)

MMLV Reverse Transkriptase
MMLYV Puffer (5x)

2.1.6 RNA
Tabelle 11 RNA Positivkontrolle

Name

Human Testis Total RNA (1ug/ul)

2.1.7 Kits
Tabelle 12 Verwendete Kits

Name
iScript™ cDNA Synthesis Kit
QIAquick® Nucleotide Removal Kit

2.1.8 Gebrauchsmaterialien

Tabelle 13 Gebrauchsmaterialien
Name
0,2 ml Reaktionsgefale
1,5 ml Reaktionsgefalle
15 ml/50 ml GefalRe
2 ml Reaktionsgefalie
Flow Cytometry Tubes
Glaswaren
Gelelektrophoresekamm und —schlitten

Kryorohrchen

Hersteller

Thermo Scientific, Waltham, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA

Hersteller

Clontech, Mountain View, USA

Hersteller
Bio-Rad, Miinchen

Qiagen, Hilden

Hersteller

Bio-Rad, Munchen

Eppendorf, Hamburg

Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Sarstedt, NUmbrecht

Sarstedt, NUmbrecht

Schott, Mainz

PeqlLab, Erlangen

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Metallball
PCR GefalRe

Pipettenspitzen

2.1.9 Software

Qiagen, Hilden
Biorad, Miinchen

Nerbe plus, Winsen

Tabelle 14 Zu Auswertung und Statistik verwendete Software

Name
BioDoc Analyze
BioRad CFX

Flowing Software 2

IBM SPSS Statistics 24
MACSQuant® Analyzer Software
Microsoft Office

NanoDrop 1000 V 3.8.1.

Hersteller

Biometra, Géttingen

BioRad, Minchen

Centre of Biotechnology, Turku,
Finnland

IBM, Armok, USA

Miltenyi, Bergisch Gladbach
Microsoft, Redmond, USA

PeqglLab, Erlangen
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2.2 Methoden

2.2.1 Probengewinnung und Transport

Die Ejakulatproben wurden durch Masturbation nach einer sexuellen Karenzzeit von zwei
bis sieben Tagen gewonnen und in einem sterilen Behalter vollstdndig aufgefangen.
AnschlieBRend wurden sie im Klinisch-andrologischen Labor der Klinik fir Urologie,
Kinderurologie und Andrologie der Justus-Liebig-Universitat Giessen bei 37°C inkubiert und

innerhalb einer Stunde verarbeitet.

2.2.2 Aufbereitung des Ejakulats

Der abgegebenen Probe wurden zur Verwendung fir den Sperm Chromatin Structure
Assay zunachst 2 Aliquots Nativejakulat @ 100 pl entnommen und sofort bei -80°C
eingefroren. Von jedem Ejakulat wurde ein Spermiogramm nach den Kriterien der WHO
von 2010 erstellt (World Health Organization & Department of Reproductive Health and
Research, 2010). Im Anschluss wurde die Ejakulatprobe bei 13000 rpm und RT flir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand, das Seminalplasma, abgenommen. Das entstandene
Pellet, welches die zellularen Anteile des Ejakulates enthalt, wurde mit 100 pl Glycerol
vermischt. Ein Teil der Seminalplasmaproben wurde zur Bestimmung der biochemischen
Ejakulatparameter genutzt. Das verbleibende Seminalplasma sowie das Ejakulatpellet

wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

2.2.3 Ejakulatdiagnostik
Die Ejakulatdiagnostik wurde durch die Mitarbeiter des Klinisch-andrologischen

Routinelabors der Klinik fir Urologie durchgefihrt.

Im Rahmen des Basis-Spermiogramms nach WHO 2010 Kriterien wurden nach
Verflissigung des Ejakulats zunachst die Konsistenz sowie Ejakulatmenge bestimmt und
das Aussehen beurteilt. Der pH-Wert wurde mithilfe eines Spezialindikators (pH 6,4-8,0
Spezialindikator, Merck) und bei einem pH von Gber 8,0 mit Indikatorstabchen (pH 6,5-10

Indikatorstébchen, Merck) bestimmt.

Nach entsprechender Verdiinnung wurde die Spermienkonzentration in einer Zahlkammer
(Neubauer improved) ermittelt. Zum Erhalt der Gesamtspermienzahl wurde die

Konzentration mit der jeweiligen Ejakulatmenge multipliziert.

Die Bestimmung der Spermienvitalitit wurde mit dem Eosin-Test durchgeflhrt. Die
Zellmembran lebendiger Spermien ist undurchlassig fur den Farbstoff Eosin, wahrend
dieser bei avitalen Spermien durch die Membran in das Zellinnere eindringen kann und das
Spermium anfarbt. Die Praparate wurden mit Eosin-Lésung (0,5 g Eosin Y in 0,9% NaCl)

gefarbt und 2 x 200 Spermien auf ihre Anfarbbarkeit hin beurteilt.
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Zur Motilitatsbestimmung wurden unter dem Phasenkontrastmikroskop in 2 Feldern eines
Objekttragers je 2 x 100 Spermien beurteilt und als beweglich oder immotil (IM)
kategorisiert. Nach der Bestimmung der Gesamtmotilitat erfolgte die weitere Einteilung in
progressiv. (PR) und nicht-progressiv (NP) bewegliche Spermien. Gegebenenfalls

vorhandene Aggregationen und Agglutinationen wurden registriert.

Die Morphologie der Spermien wurde im Ausstrichpraparat beurteilt, bestehende Defekte
in Kopf-, Mittelstiick- und Schwanzdefekte kategorisiert und in Prozent angegeben.

Miterfasst wurde zudem die Zahl an unreifen Spermatogenesezellen.

Zur Quantifizierung der Leukozyten im Ejakulat wurde der Peroxidase-Test angewandt
(LeucoScreen, FertiPro). Hierbei wird die im Ejakulat pradominante Leukozytenform der

Peroxidase-positiven Granulozyten erfasst.

Zusatzlich zum Basis-Spermiogramm wurde eine biochemische Ejakulatdiagnostik
durchgefihrt. Als Marker der Samenblasenfunktion wurde die Fruktosekonzentration sowie
als Marker der Nebenhodenfunktion die a-Glukosidase spektrophotometrisch gemessen.
Als Markersubstanz der Prostata wurde Zink (Zinc Assay, Wako Chemicals) erfasst.
Bestimmt wurden zudem als weitere Entziindungsmarker Granulozyten-Elastase (PMN
Elastase ELISA, Demeditec Diagnostics) und Interleukin-8 (Human IL-8 ELISA Kit, BD

Biosciences).

2.2.4 Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

In dieser Arbeit wurde zur Untersuchung der Spermien-DNA-Fragmentation und
Chromatinbeschaffenheit der adaptierte Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)
verwendet. Der SCSA erfasst 2 Hauptparameter. Zum einen ist dies der Parameter %DFI
(% DNA Fragmentation Index), welcher den prozentualen Anteil an Spermien mit DNA-
Fragmentierung in Form von Einzel- und Doppelstrangbrichen des Phosphodiester-
Rickgrats der DNA angibt. Die Methode misst bestehende Strangbriiche durch eine an
diesen Stellen vermehrte Suszeptibilitdt der DNA gegenlber einer Sduredenaturierung (
Evenson, 2016). Als weiterer Parameter werden Spermien mit einer verminderten
Chromatinkondensation erfasst (%HDS, % High DNA Stainability). Diese Spermien weisen
einen erhdhten Anteil an verbliebenen Histonen aufgrund einer unvollstandigen Histon-
Protamin-Transition auf. Infolgedessen ist die DNA fir den verwendeten Farbstoff
zuganglicher, woraus eine vermehrte Anfarbbarkeit resultiert (Evenson, 2016).

Bei der Methode wird zunachst durch Zugabe eines Sauredetergenz die Spermien DNA an
Einzel- und Doppelstrangbriichen denaturiert. Die Denaturierung erfolgt dabei an Protamin-

assoziierter DNA in Spermien, die darin den Grofteil ausmacht, nicht jedoch an der DNA
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somatischer Zellen, welche Histon-assoziiert ist (Evenson und Jost, 2000). Im Anschluss
folgt eine Farbung mit Akridinorange (AO; Abb. 5). Akridinorange ist ein kleines Molekail,
welches zum Nachweis von Nukleinsauren verwendet werden kann. Es interkaliert mit
doppelstrangiger DNA und emittiert in diesem Zustand griine Fluoreszenz unter blauem
Laserlicht (488 nm). Bindet Akridinorange an einzelstrangige DNA, hat dies einen
metachromatischen Wechsel von griiner (515-530 nm) hin zu roter (>630nm) Fluoreszenz
zur Folge. Nach der Farbung erfolgt die durchflusszytometrische Messung der Spermien.
Hierbei passieren die Spermien einzeln eine Kapillare, werden durch einen fokussierten
Laserstrahl angeregt, und das von ihnen emittierte rote und griine Fluoreszenzlicht sowie
Streulicht wird detektiert. Alle Spermien werden gemal ihrem Fluoreszenzmuster
charakterisiert und in einem Dot Plot eingeordnet. Anhand dessen lassen sich verschiedene
Spermienpopulationen entsprechend der Hohe ihrer DNA-Fragmentierung differenzieren
sowie die HDS-Zellen darstellen (Abb. 6).
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Abbildung 5: Akridinorange (AO).
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Abbildung 6: (A) Prinzip der Akridinorange-Farbung: Emission griiner Fluoreszenz bei Bindung an
dsDNA, Emission roter Fluoreszenz bei Bindung an ssDNA; (B) Schematischer Dot Plot nach
durchflusszytometrischer Messung: Jeder Punkt entspricht einem Spermium; umrandet sind die
verschiedenen Populationen. Abbildungen modifiziert nach Evenson, 2016.
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Protokoll Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA)

Die Acridine Orange (AO) Staining Solution wurde vor jedem Versuch neu angesetzt. Der
Ansatz bestand aus 25 ml Staining Buffer vermischt mit 150 pl der AO Stock Solution.
Neben den Proben wurde stets auch eine Referenzprobe gemessen. Eine geeignete
Referenz-Ejakulatprobe mit einem definierten, moderat erhéhten %DFI (ca. 15 %) wurde
im Vorfeld ausgewahlt, um bei jeder Messung reproduzierbare Versuchsbedingungen zu
garantieren. Die Referenzprobe wurde initial nach entsprechender Verdiinnung in multiple
Aliquots aufgeteilt und im Rahmen jeder Messung Aliquots ausschlieBlich dieser Probe als
Referenz verwendet. Alle Proben wurden auf Eis aufgetaut, auf 2 Mio Spermien pro ml mit
TNE Puffer verdinnt und bis zur Messung am Durchflusszytometer auf Eis gelagert.
AnschlielRend erfolgte die Herstellung des Acridine Orange Equilibration Buffers, bestehend
aus 200 pl Acid Detergent Solution und 600 yl AO Staining Solution. Vor Beginn eines
Versuchs wurde das Durchflusszytometer zur Aquilibrierung fiir 8 Minuten mit Acridine
Orange (AO) Equilibration Buffer gespllt. Im Verlauf des Versuchs wurde zwischen
unterschiedlichen Proben fir jeweils 2 Minuten mit diesem Puffer gespult, um die
Versuchsbedingungen beizubehalten und sicherzustellen, dass Zellreste der
vorhergehenden Probe entfernt wurden.

Vor jeder Messung sowie nach jeweils 5 verschiedenen Proben bzw. 10 Messungen wurde
die Referenzprobe im Duplikat gemessen. Hierzu wurden pro Einzelmessung je 100 pl der
mit TNE Puffer verdiinnten Probe (Verdinnung auf 2 Mio Spermien pro ml) in ein Flow
Cytometry Tube abgefiillt. Zu den 100 ul wurden 200 pl Acid Detergent Solution hinzugefigt
und gleichzeitig eine Stoppuhr gestartet. Nach leichtem Schwenken des GefalRes wurden
nach exakt 30 Sekunden 600 pl der AO Staining Solution hinzupipettiert. Nach wiederum
leichtem Schwenken wurde die Probe weiter auf Eis gelagert, nach weiteren 30 Sekunden
in das Durchflusszytometer gestellt und die Messung bei 1:30 Minuten auf der Stoppuhr
gestartet. Bei der Messung wurde die bekannte Fluoreszenzintensitat der Referenzprobe
dberprift und bei Bedarf Gerateinstellungen zur  Konstanthaltung  der
Versuchsbedingungen angepasst. Bei der Referenzprobe wurde wie im Verlauf auch bei
allen weiteren Proben stets darauf geachtet, dass der maximale Zellfluss durch das Gerat
300 Zellen pro Sekunde nicht Uberstieg. Proben, die einen hdheren Zellfluss aufwiesen,
wurden entsprechend mit TNE Puffer verdiinnt und erneut gemessen bis der gewilnschte
Zellfluss vorlag.

Im Anschluss an die Referenzprobe erfolgte analog die Messung der Proben, ebenfalls im
Duplikat. Hierbei wurden pro Einzelmessung 100 pl der Probe in ein Flow Cytometer Tube
abgefiillt und bei gleichzeitigem Start der Stoppuhr 200 ul Acid Detergent Solution
zugegeben. Nach leichtem Schwenken wurden 600 pl AO Staining Solution hinzugefugt

und die Probe bis zur Messung ab 1:30 Minuten auf Eis gelagert. Bei exakt 3 Minuten auf
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der Stoppuhr wurde die Probe genullt und es wurden im Anschluss mindestens 5000
Spermien gemessen.

Die Auswertung der Daten der durchflusszytometrischen Messung erfolgte mit der Flowing
Software 2 (Centre of Biotechnology, Turku). Mithilfe des Programmes wurden zunachst
der Zelldebris sowie sogenannte Far-Green Zellen, welche am ehesten Leukozyten der
Ejakulatprobe darstellen, von der Analyse ausgeschlossen. Im nachsten Schritt wurden aus
den Rohdaten der DNA Fragmentation Index jedes einzelnen Spermiums Uber die Formel
DFI = rote Fluoreszenz/Gesamtfluoreszenz  (rot+grin) bestimmt und ein
Verteilungshistogramm der gesamten Spermienpopulation in Abhangigkeit von der DFI-
Hohe erstellt. Der prozentuale Anteil an Spermien mit erhéhtem DFI (%DFI) wurde im
Anschluss durch Abtrennung der Population mit erhéhtem DFI von der Spermien-
Hauptpopulation im Histogramm errechnet (Abb. 7). Um den Wert der High DNA Stainability
Zellen (%HDS) zu erhalten, wurde eine auf alle Proben angewandte Grenze zur Markierung
dieser Zellpopulation eingerichtet und ebenfalls der prozentuale Anteil dieser Zellen an der

Spermiengesamtzahl errechnet.
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Abbildung 7: Schematische DFI-Haufigkeits-Histogramme mit Darstellung der
Spermienhauptpopulation und Markierung des Bereiches der Spermien mit erhéhtem DFI. Im oberen
Fall befande sich ein geringer Anteil, in der unteren Grafik ein hoher Anteil an Spermien im DFI-
Bereich.

2.2.5 RNA Isolation
Zur Verwendung fir die quantitative Real-Time Reverse-Transkriptase-Polymerase-

Kettenreaktion (RT-qPCR) wurde RNA aus Ejakulat-Pellets isoliert, welche durch
32



Material und Methoden

Zentrifugation bei 13000 rpm fir 5 Minuten und Raumtemperatur (RT) aus Nativejakulat
gewonnen wurden. Das Pellet wurde, wie bereits beschrieben, in 100 pl Glycerol
resuspendiert und bis zur RNA Isolation bei -80°C gelagert.

Vor Beginn der RNA Isolation wurde zunachst die Spermiendichte des resuspendierten
Pellets bestimmt und 2 Mio Spermien aus jedem Pellet eingesetzt. Die Spermien wurden
zweimal mit 500 ul PBS in DEPC H-O fir 5 Minuten gewaschen und im Anschluss bei 13000
rpm fir 5 Minuten pelletiert. Zum Aufschluss der Zellen und fir die Freisetzung der RNA
wurde zunachst eine kleine Metallkugel in das Tube uberfihrt und es wurden 150 pl
peqGOLD Trifast™ hinzugefugt. Mithilfe des TissueLyser LT wurden die Zellen bei 50
Oszillationen/s fur 5 Minuten aufgebrochen. Der Inhalt wurde im Anschluss in ein neues
Tube uberfihrt. Um einen Materialverlust zu verhindern wurde das vorherige Tube mit
weiteren 350 ul peqGOLD Trifast™ gespult und diese anschlielend ebenfalls dem neuen
Tube zugefihrt. Im nachsten Schritt wurden 100 ul Chloroform zugegeben und das Tube
manuell kraftig geschdttelt. Es erfolgte eine 5-minltige Inkubation bei RT bevor die Probe
fur 10 Minuten bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert wurde. Nach der Zentrifugation ergaben
sich drei Phasen in der Probe, von denen die obere, die RNA enthaltende, wassrige Phase
separat abgenommen und in ein neues Tube Uberfuhrt wurde. Hinzugefligt wurden nun die
gleiche Menge Isopropanol und 5 ul Glycogen, die Probe wurde gemischt und Gber Nacht
zur RNA Prazipitation bei -20°C inkubiert. Am Folgetag erfolgte zunachst die Zentrifugation
der Probe bei 13000 rpm und 4°C fiir 30 Minuten. Nach Entfernung des Uberstands wurde
das Pellet zweimal mit 500 ul Ethanol (75% in DEPC H.O) gewaschen, anschlieRend an
der Luft getrocknet und in 17 yl DEPC H.O geldst. Zuletzt erfolgte die photometrische
Messung der RNA Konzentration mit dem NanoDrop 1000 Spektrophotometer.

2.2.6 DNase | Verdau

Zur Verbesserung der Reinheit der RNA durch Entfernung von in der Probe verbliebenen
DNA wurde im Anschluss an jede RNA Isolation ein enzymatischer Verdau durch DNase |
durchgefuhrt. Hierzu wurden 2 pl 10x DNase | Buffer sowie 2 yl DNase | zur Probe
hinzugefligt und die Probe fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte
die Zugabe von 2 uyl EDTA (50 mM) und die Erhitzung bei 65 °C fur 10 Minuten zur
Inaktivierung des Enzyms. Im Anschluss wurde wiederum die RNA Konzentration
photometrisch bestimmt. Aus 2 Mio Spermien konnten zwischen 33,48 ng/ul und 1024,61
ng/ul RNA isoliert werden mit einer 260/280 Ratio von 1,41 —1,81.

2.2.7 Reverse Transkription
Der Vorgang der reversen Transkription umfasst die Umschreibung von RNA in

komplementare DNA (cDNA) zur Verwendung fur eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR).
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Da RNA nicht direkt amplifiziert werden kann, wird hierbei eine Reverse Transkriptase
genutzt, um RNA in cDNA umzuschreiben. Diese wird im Anschluss als Matrize fiir die PCR

verwendet. Umgeschrieben wurden je 500 ng der zuvor isolierten RNA.

Tabelle 15 RT-Ansatz (40 pl)

Reagenz Menge
MMLV-Puffer 8 ul
dNTPs (2,5 mM) 16 pl

Oligo-dT-Primer (10 pmol) 2 ul
Hexamer-Primer (10 pmol) 2 ul

RNA Template + DEPC H.O 12 i

Zunachst wurde ein Sammelansatz fur alle Proben hergestellt und in 28 ul pro Tube
aufgeteilt. Dem Ansatz wurden 500 ng der RNA zugegeben. Der Ansatz wurde mit DEPC
H>O auf 40 ul aufgefiillt und die Probe gemischt. Im Anschluss wurden alle Proben in den

Thermocycler gegeben und folgendes Programm eingestellt:

Tabelle 16 RT-Programm

Schritt Temperatur Zeit

1. 62 °C 10 min
2. 42 °C 1h

3. 90 °C 5 min
4. 10 °C ©

Nach 10 Minuten bei 62°C wurden die Proben enthommen und auf Eis gelagert. Zu jeder
Probe wurden 1 pl MMLV Reverse Transkriptase sowie 1ul Ribolock RNAse-Inhibitor
hinzugefligt und die Probe gemischt. Im Anschluss wurden die Proben wieder in den
Thermocycler gestellt und das Programm weitergefiihrt. Nach Ende des Programmes
wurden die Proben entweder direkt der Aufreinigung zugeflhrt oder bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.8 Aufreinigung der cDNA
Die Aufreinigung der cDNA erfolgte gemafl dem Protokoll des QIAquick Nucleotide
Removal Kits (Qiagen). Hierbei wurden 20 pl der cDNA und 200 pl PNI Puffer in ein Filter-
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Sammelréhrchen gegeben und 1 Minute bei RT und 6000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und 700 pl PE Puffer zugegeben. Im nachsten Schritt erfolgten wieder
eine Zentrifugation fir 1 Minute bei RT und 6000 rpm und die anschlieRende Entfernung
des Uberstandes. Es folgte eine Zentrifugation bei 13000 rpm fiir 1 Minute. Hiernach
wurden der Filter in ein neues Gefal} tberflhrt und 25 pl EB Puffer hinzugefugt. Die Probe
wurde fur 1 Minute bei RT und 13000 rpm zentrifugiert und das Eluat noch einmal tGber die
Saule gegeben, gefolgt von einer weiteren Zentrifugation bei RT und 13000 rpm fur 1
Minute. Abschlieend wurde der cDNA-Gehalt der Probe durch photometrische Messung
bestimmt und jede Probe mit ddH,O auf eine Konzentration von 10 ng cDNA pro ul

eingestellt.

2.2.9 Quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR dient der in-vitro Vervielfaltigung eines bestimmten DNA Abschnitts. Hierfur wird
die DNA-Matrize zunachst bei hohen Temperaturen denaturiert. Im Anschluss erfolgt die
Anlagerung der fir den zu vervielfaltigenden DNA Abschnitt spezifischen Primer, und eine
DNA Polymerase synthetisiert im Folgenden den komplementaren DNA Strang. Kombiniert
mit einer Reversen Transkription ermdglicht sie Uber den Nachweis von mRNA die
Untersuchung der Expression bestimmter Gene. Bei der quantitativen Real-Time PCR wird
wahrend der Amplifikation ein Fluoreszenzsignal detektiert, welches die Messung und
Quantifizierung des entstehenden PCR-Produktes in Echtzeit ermdglicht. Das
Fluoreszenzsignal entsteht durch die Verwendung eines Fluoreszenzfarbstoffs (SYBR
Green 1), welcher mit doppelstrangiger DNA interkaliert und dessen detektierte

Fluoreszenzintensitat sich proportional zur gebildeten DNA Menge verhalt.

Jede Probe, sowie Positiv- und no-template-Kontrolle wurden im Duplikat bestimmt. Fur die

Durchfihrung wurde folgender Ansatz verwendet:

Tabelle 17 qPCR Ansatz (25 pl)

Reagenz Menge
Primer Forward (1:10) 0,5 ul
Primer Reverse (1:10) 0,5 pl

IQ™ SYBR® Green Supermix 12,5 yl
ddH20 6,5 pl
cDNA Template 5 pl (50 ng)
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Tabelle 18 Verwendete Primer

Gen Primer Sequenz Annealing PCR Produkt
Temp. (°C) (bp)
PRM 1 F: 5AAGTCGCAGACGAAGGAGG3’ 58,8 80

R: 5ATCTCGGTCTGTACCTGGGGY 61,4

PRM 2 F: 5AAGACGCTCCTGCAGGCACS 61,0 71

R: 5GCCTTCTGCATGTTCTCTTCCT3 60,3

Tabelle 19 gPCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit
1. 95°C 5 min
2. 95°C 30s
3. 40 60°C 30s
Zyklen

4. 72°C 30s
5. 72°C 5 min
6. 55°C 5s
7. 95°C 30s

2.2.10 Positiv-Kontrolle

Als Positiv-Kontrolle fur die durchgefiihrten RT-gPCR diente humane Hoden cDNA. Hierzu
erfolgte die Umschreibung von humaner Hoden RNA (Human Testis Total RNA (1 ug/ul,
Clontech) in komplementare cDNA mit dem iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad). Die

Umschreibung erfolgte gemal® dem Herstellerprotokoll. Es wurde folgender Ansatz

verwendet:

Tabelle 20 RT-Ansatz Positiv-Kontrolle (20ul)

Reagenz Menge
5x iScript Reaction Mix 4 ul
iScript Reverse Transcriptase 1l
DEPC H20 10 pl

Human Testis Total RNA Template 5 pl
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2.2.11 Agarose Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung der GréRe und Reinheit der PCR Produkte wurde zusétzlich eine Agarose
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Hierbei wurden 5 pl der Probe mit 1 pl OrangeDye
gemischt und anschlieBend in die Geltaschen eines 2% Agarosegels gegeben. Als
Grolkenstandard wurde HyperLadder™ (Bioline) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei

171V und 400 mA fir 30 min. Im Anschluss wurde das Gel durch Biodoc Analyze analysiert.

2.2.12 Auswertung

Als Negativ-Kontrolle wurden ,no-template Kontrollen® mit ddH-O anstelle der cDNA
verwendet. Die Effizienz der RT-gPCR wurde anhand zweier Standardkurven mit
bekannten Protamin 1 und Protamin 2 Konzentrationen Uberprift. Die Standardkurven
entstanden durch Proben aus einer im Vorfeld erstellten Verdinnungsreihe von Protamin
1- und Protamin 2- DNA (nach Gel-Extraktion aus Plasmid-DNA, mit 5 mM Tris-HCI auf
1ng/ul eingestellt, Verdinnungsreihen 1-14). Der zur Quantifizierung gemessene Wert war
der ,cycle threshold“ (Ct-Wert), welcher den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz
erstmals den Hintergrundwert Uberschreitet. Fur weitere Berechnungen wurde der
gemittelte Ct-Wert der Doppelbestimmungen verwendet. Die Protamin 1/2 Ratio wurde
mithilfe des im Rahmen von FertiCert® etablierten Programmes ermittelt (Rogenhofer et
al., 2013).

2.2.13 Hormonmessungen

Routinemallig wurden bei CP/CPPS Patienten auch Hormonkonzentrationen im Blut
bestimmt. Die Messung des Gesamt-Testosterons erfolgte im Zentrallabor des
Universitatsklinikums Gie3en (ADIVA, Siemens Health Care, Erlangen), die Bestimmung
von Ostradiol am Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, Molekulare
Diagnostik, UKGM Standort Giel3en.

2.2.14 Fragebogen

Patienten und Probanden flllten zudem eine Reihe von Fragebdgen aus. Fur diese Arbeit
verwendet wurden der International Prostate Symptom Score (IPSS), der NIH Chronic
Prostatitis Symptom Index (NIH-CPSI) der International Index of Erectile Function (lIEF),

sowie Aspekte aus dem andrologischen Aufnahmebogen der Klinik fir Urologie.

2.2.15 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS Statistics 24.0 (IBM). Fir
Patientenalter, Spermiogrammparameter, SCSA Daten, Protamin 1/2 mRNA Ratio, IPSS,

CPSI und IIEF wurden der Median sowie Minimum und Maximum angegeben. Nicht-
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normalverteilte Variablen wurden mit dem Mann-Whitney U-Test (zweiseitig) verglichen.
Korrelationen zwischen Variablen wurden mithilfe der Rangkorrelation nach Spearman
berechnet. Eine statistische Signifikanz wurde bei p<0,05 angenommen, als hochsignifikant
galt p<0,01. In Abbildungen entspricht *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001 und n.s.: nicht

signifikant.
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3 Ergebnisse
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung von fir die Fertilitdt relevanten Ejakulat- und
Spermienparametern  bei  Patienten mit  chronischer  Prostatitis/chronischem

Beckenschmerzsyndrom (CP/CPPS) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe.

Wie im Rahmen der Fertilitatsdiagnostik bei Mannern etabliert, wurde bei allen Patienten
und Kontrollen eine standardisierte Ejakulatanalyse nach WHO 2010 durchgefiihrt. Zur
Feststellung etwaiger entzindlicher Prozesse wurden Leukozyten, Granulozytenelastase
und Interleukin-8 im Ejakulat erfasst. Fir weitere Auskinfte Uber die Funktion
verschiedener Komponenten des reproduktiven Systems wurden biochemische

Ejakulatparameter bestimmit.

Da die DNA-Integritat in Spermien einen zusatzlichen, die Fertilitdt beeinflussenden Faktor
darstellt, wurden insbesondere Parameter, die Uber diese eine Aussage treffen, untersucht.
Hierzu wurde zum einen die DNA-Fragmentierung in Spermien aus nativem Ejakulat
bestimmt. Als weiterer Wert wurden die High DNA Stainability-Zellen erfasst, welche
Informationen Uber die Beschaffenheit des Chromatins in Spermien geben. Ebenfalls zur
Charakterisierung des DNA- und Chromatin-Zustandes in einer Spermienprobe und als ein
weiterer Marker fir das Fertilisierungspotenzial wurde die Protamin 1/Protamin 2 mRNA
Ratio bestimmt. Zudem wurde erdrtert, ob ein Zusammenhang dieser Werte mit erhohten
Entzindungsmarkern besteht und ob Korrelationen zu anderen Parametern bestehen.
Daruber hinaus wurden zur Erfassung von klinischer Symptomatik und andrologischen
Aspekten hierzu etablierte Fragebdgen ausgewertet. Die Ergebnisse der Untersuchungen

werden im Folgenden dargestellt.
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3.1 Ejakulatanalyse
Samtliche Referenzwerte sind den WHO-Kriterien von 2010 entnommen (World Health

Organization & Department of Reproductive Health and Research, 2010).

3.1.1 Ejakulatvolumen und pH
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Abbildung 8: Ejakulatvolumen CP/CPPS Patienten vs. Kontrollen.

Fir das Ejakulatvolumen wird ein unterer Referenzwert von 1,5 ml angegeben. Mit
medianen Ejakulatvolumina von 2,3 ml (Patienten) und 3,5 ml (Kontrollgruppe) lag der
Grolteil des Untersuchungskollektivs innerhalb dieses Referenzbereiches. In beiden
Gruppen gab es Falle, welche ein vermindertes Ejakulatvolumen unterhalb des
Referenzwertes aufwiesen. In der Patientengruppe war dies bei 12,2 % (n=5) der Fall, in
der Kontrollgruppe bei 4,5 % (n=1). Im Vergleich beider Gruppen zeigte sich eine
signifikante Erniedrigung des Ejakulatvolumens bei CP/CPPS Patienten im Vergleich zu
den Kontrollpersonen (p<0,05) (Tab. 21; Abb. 8).
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Abbildung 9: pH-Wert des Ejakulats CP/CPPS Patienten vs. Kontrollen.

Der pH-Wert des Ejakulates soll mehr als 7,2 betragen. Alle gemessenen Werte beider
Gruppen lagen Gber diesem Wert. Dennoch liel sich in der Gruppe der CP/CPPS Patienten
mit einem medianen pH-Wert von 7,8 ein im Vergleich zum Median der Kontrollgruppe von
8,3 signifikant niedrigerer pH-Wert feststellen (p<0,001) (Tab. 21, Abb. 9).

Tabelle 21 Ejakulatvolumen und -pH

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
(n=41) (n=22)
Median Range Median Range
Volumen (ml) 2,3 0,6-7,4 3,5 1,1-5,0 0,046
pH 7,8 7,2-9,0 8,3 7,8-8,7 <0,001

3.1.2 Spermiengesamtzahl und —konzentration

Tabelle 22 gibt einen Uberblick Uber die Spermiengesamtzahl und die
Spermienkonzentration bei CP/CPPS Patienten und gesunden Probanden. Der
Referenzwert fir die Spermiengesamtzahl betragt = 39 x 10° Spermien pro Ejakulat, die
Spermienkonzentration soll bei = 15 x 10° Spermien pro ml Ejakulat liegen. Wahrend sich
in der Patientengruppe 17,1 % (n=7) unterhalb des Referenzwertes fir die
Spermiengesamtzahl befanden, konnten bei keiner Kontrollperson Werte unterhalb des
Referenzwertes festgestellt werden. Bei Betrachtung der Spermienkonzentration wiesen
19,5 % (n=8) der Patientengruppe Werte unterhalb des Referenzwertes und damit eine
Oligozoospermie auf. In der Kontrollgruppe war dies bei 9,1 % (n=2) der Personen der Fall.

Insgesamt wies im Vergleich die Kontrollgruppe besonders in Bezug auf die

41



Ergebnisse

Gesamtspermatozoenzahl (81,2 vs. 132,1 Mio) einen deutlich hdheren medianen Wert auf,

der Unterschied war allerdings bei beiden Parametern nicht signifikant.

Tabelle 22 Spermiengesamtzahl und -konzentration

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
(n=41) (n=22)
Median Range Median Range
Gesamtspermatozoenzahl 81,2 4,3-896,0 132,1 42.0- 0,139
(Mio/Ejakulat) 725,2
Spermatozoenkonzentration 38,3 2,4-280,0 448 12,0- 0,545
(Mio/ml) 148,0

3.1.3 Spermienmotilitat

Bei Betrachtung der Spermienmotilitat wird zwischen progressiv beweglichen (PR), nicht-
progressiv beweglichen (NP) und unbeweglichen Spermien (IM) unterschieden. Die
Gesamtbeweglichkeit setzt sich zusammen aus progressiv beweglich und nicht progressiv
beweglichen Spermien (PR+NP). Der Referenzwert flir die Gesamtmotilitat liegt bei

mindestens 40 % der Spermien, progressiv beweglich sollen = 32 % der Spermien sein.
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Abbildung 10: Gesamtmotilitait CP/CPPS vs. Kontrollen.

Die mediane Gesamtbeweglichkeit zeigte sich mit 62,0 % in der Patienten- und 75,5 % in
der Kontrollgruppe insgesamt normwertig. In der Patientengruppe lagen 9,8 % (n=4) der
Werte im Sinne einer Asthenozoospermie unterhalb des Referenzwertes. Alle Werte der
Kontrollgruppe befanden sich oberhalb des Referenzwertes. Im Vergleich der beiden
Gruppen zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Gesamtmotilitat bei CP/CPPS
Patienten (p<0,001) (Tab. 23; Abb. 10).
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Abbildung 11: Progressive Spermienmotilitdt CP/CPPS vs. Kontrollen.

Auch in Bezug auf die progressive Beweglichkeit wiesen beide Gruppen mit Medianen von
53,0 % in der Patientengruppe sowie 64,5 % in der Kontrollgruppe tUberwiegend Werte
oberhalb des Referenzwertes auf. Eine Verminderung der Beweglichkeit von unter 32 %
trat bei 14,6 % (n=6) der Patienten auf, in der Kontrollgruppe lag keine Person unterhalb
dieses Wertes. Entsprechend konnte eine signifikante Erniedrigung der progressiven
Motilitat beim Vergleich beider Gruppen festgestellt werden (p<0,001) (Tab. 23, Abb. 11).
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Abbildung 12: Immotile Spermien CP/CPPS vs. Kontrollen.

Die medianen Werte des Anteils an immotilen Spermien betrugen 37,0 % in der
Patientengruppe und 24,5 % in der Kontroligruppe. Infolge der verminderten
Gesamtmotilitdt zeigte sich hier ein signifikanter Anstieg an immotilen Spermien bei
CP/CPPS Patienten (p<0,001) (Tab. 23, Abb. 12).
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Tabelle 23 Motilitat

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
(n=41) (n=22)
Median Range Median Range
Gesamtmotilitét (%) 62,0 5,0-89,0 75,5 55,0-88,0  <0,001
Progressive Motilitat (%) 53,0 3,0-69,0 64,5 42,0-84,0  <0,001
Immotile Spermien (%) 37,0 11,0-95,0 24,5 12,0-45,0  <0,001

3.1.4 Spermienmorphologie
Im Hinblick auf die Spermienmorphologie wurde der Anteil an Spermien mit normaler
Morphologie sowie Kopf-, Mittelstiick- und Schwanzdefekte bestimmt. Der Anteil an normal

geformten Spermien soll mindestens 4 % betragen.
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Abbildung 13: Normale Spermienmorphologie CP/CPPS vs. Kontrollen.

Die Mediane beider untersuchter Gruppen befanden sich mit 8,0 % bei Patienten und 14,0
% bei Kontrollen im Referenzbereich. Eine Verminderung unterhalb dieses Wertes und
somit eine Teratozoospermie lag bei 19,5 % (n=8) der Patienten vor. 7,3 % (n=3) der
Patienten wiesen keine normal geformten Spermien auf. Eine Teratozoospermie lag bei
keiner Kontrollperson vor. Vergleichend zeigte sich ein signifikant erniedrigter Anteil an
Spermien mit normaler Morphologie in der Gruppe der Patienten (p<0,001) (Tab. 24, Abb.
13).
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Abbildung 14: Spermienkopf- und Schwanzdefekte CP/CPPS vs. Kontrollen.
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In Bezug auf Spermien mit Kopfdefekten zeigte sich eine signifikante Erhéhung in der
Patientengruppe (79,0 % vs. 69,0 %, p<0,01). Ebenfalls traten in der Gruppe der Patienten
signifikant vermehrt Schwanzdefekte auf (51,0 % vs. 21,0 %, p<0,001) (Abb. 14). Bei

Betrachtung der Mittelstiickdefekte hingegen fand sich eine signifikante Erhéhung in der

Kontrollgruppe (4,0 % vs. 53,0 %, p<0,001) (Tab. 24).

Tabelle 24 Morphologie

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
(n=41) (n=22)
Median Range Median Range
Normale Morphologie (%) 8,0 0,0-29,0 14,0 4,0-31,0 0,001
Kopfdefekte (%) 79,0 51,0-100,0 69,0 48,0-91,0 0,003
Mittelstiickdefekte (%) 4,0 1,0-22,0 53,0 33,0-74,0  <0,001
Schwanzdefekte (%) 51,0 20,0-89,0 21,0 7,0-36,0 <0,001

3.1.5 Spermien Vitalitat

Die Bestimmung des Anteils an vitalen Spermien erfolgt durch die Farbung mit Eosin. Der

Anteil an lebendigen Spermien, welche keinen Farbstoff aufnehmen, soll hierbei = 58 %

betragen. In der Gruppe der Patienten lagen 36,4 % (n=4) unterhalb dieses Wertes, alle

Kontrollpersonen befanden sich im Normbereich. Es zeigte sich daher insgesamt eine
signifikant erniedrigte Vitalitdt der Spermien bei CP/CPPS Patienten (p<0,001) (Tab. 25,

Abb. 15).
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Abbildung 15: Spermienvitalitdt CP/CPPS vs. Kontrollen.

Tabelle 25 Spermienvitalitat

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
(n=11) (n=22)
Median Range Median Range
Vitalitat (%) 61,0 34,0-82,0 86,5 73,0-97,0  <0,001

3.1.6 Peroxidase-positive Leukozyten und unreife Spermatogenesezellen
Im Rahmen der Entzindungsdiagnostik wird die Zahl an Leukozyten im Ejakulat durch
Peroxidase-Farbung bestimmt. Als Grenzwert gelten hierbei 1 x 10° Peroxidase-positive

Leukozyten pro ml Ejakulat.
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Abbildung 16: Peroxidase-positive Zellen CP/CPPS vs. Kontrollen.
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In beiden Gruppen konnte bei je einem Teilnehmer ein Wert oberhalb des Normbereiches
festgestellt werden. Insgesamt zeigte sich eine gré3tenteils im Referenzbereich befindliche,
signifikante Erhéhung an Peroxidase-positiven Leukozyten in der Patientengruppe (p<0,05)
(Tab. 26, Abb. 16).
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Abbildung 17: Unreife Spermatogenesezellen CP/CPPS vs. Kontrollen.

Im Rahmen der weiteren zytomorphologischen Ejakulatbeurteilung wurden auch unreife
Spermatogenesezellen miterfasst. Hierbei zeichnete sich in der Patienten- gegentber der
Kontrollgruppe eine signifikant héhere Zahl an unreifen Spermatogenesezellen bei
Patienten ab (p<0,01) (Tab. 26, Abb. 17).

Tabelle 26 Zellulare Ejakulatkomponenten

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
(n=41) (n=22)

Median Range Median Range
Peroxidase-positive Leukozyten 0,1 0,0-1,0 0,0 0,0-1,5 0,011
(Mio/ml)
Unreife Spermatogenesezellen 0,56 0,0-22,4 0,0 0,0-2,29 0,005
(Mio/ml)

3.1.7 Biochemische Parameter

Fruktose, a-Glukosidase, Zink

Far die Fruktose, als Marker fir die Funktion der Samenblasen, wird ein Normwert von 2
13 pmol/Ejakulat angegeben. Sowohl unter Patienten, wie auch Kontrollen gab es
Personen, deren Werte darunter lagen (10 % bei Patienten (n=4); 4,5 % in der
Kontrollgruppe (n=1)). Ein GroBteil der Untersuchten befand sich jedoch oberhalb des

unteren Referenzwertes und es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen CP/CPPS
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Patienten und Kontrollpersonen im Hinblick auf den Fruktosegehalt des Ejakulates gezeigt
werden (Tab. 27).

Bei Untersuchung der sekretorischen Funktion des Nebenhodens mithilfe der Leitsubstanz
a-Glukosidase zeigten sich ebenfalls ahnliche Werte bei Patienten und Kontrollen. Auch
hier befand sich ein Grol¥teil der Untersuchten oberhalb des unteren Referenzwertes von 2
20 mU/Ejakulat. In der Patientengruppe zeigte sich bei 19,5 % (n=8) eine Verminderung
unter 20 mU/Ejakulat, in der Kontrollgruppe war dies bei 4,5 % (n=1) der Fall. Insgesamt
lield sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen feststellen (Tab. 27).
Als Parameter fur die sekretorische Leistung der Prostata wurde der Zinkgehalt des
Ejakulates bestimmt. 9,8 % (n=4) der Patientenproben wiesen Werte unter dem
entsprechenden Referenzwert von = 2,4 ymol/Ejakulat auf, die gesamte Kontrollgruppe
befand sich hingegen im Referenzbereich. Im direkten Vergleich wies die Patientengruppe
eine deutliche, aber nicht signifikante Verminderung des Zinkgehalts auf (6,6 umol/Ejakulat
vs. 10,3 ymol/Ejakulat) (Tab. 27).

Tabelle 27 Biochemische Markersubstanzen

n CP/CPPS Kontrollgruppe n p-Wert
Median Range Median Range
Fruktose 40 422 911580 458 981166 22 0,462

(umol/Ejakulat)
a-Glukosidase

(mU/Ejakulat) 41 40,6 4,1-242,0 40,4 19,6-134,8 22 0,713
Zink
(umol/Ejakulat)

41 6,6 1,3-40,8 10,3 4,0-245 22 0,066

Elastase, Interleukin-8

Zusatzlich zur Leukozytenzahl im Ejakulat lassen die Parameter Elastase und das pro-
inflammatorische Zytokin Interleukin-8 Rickschliusse auf entziindliche Aktivitat im Bereich
der Samenwege zu. Fur die von polymorphkernigen Leukozyten stammende Elastase
werden Werte bis 250 ng/ml als normwertig angesehen, Werte zwischen 250-1000 ng/ml
geben Hinweise auf eine maRige Entziindungsaktivitat, Werte von > 1000 ng/ml auf eine
massive Entziindung. In der Patientengruppe befanden sich 7,3 % (n=3) der gemessenen
Werte im Bereich von 250-1000 ng/ml, 2,4 % (n=1) tber 1000 ng/ml. In der Kontrollgruppe
befanden sich 13,6 % (n=3) der Werte im Bereich zwischen 250-1000 ng/ml, keiner der
Werte lag > 1000 ng/ml. Im Vergleich beider Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied

der Elastasekonzentration gezeigt werden (Tab. 28).

48



Ergebnisse

25000,00

20000,00—

15000,00

[ele]

10000,00

Interleukin-8 (pg/ml)

5000,007

-

T T
CP/CPPS Kontrollgruppe

Abbildung 18: Interleukin-8 CP/CPPS vs. Kontrollen.

Bei Analyse der Interleukin-8 Konzentration hingegen wies die Gruppe der Patienten mit
einem Median von 3503 pg/ml im Gegensatz zu 1679,5 pg/ml in der Kontrollgruppe eine
signifikante Erhéhung des Zytokins auf (p<0,01) (Tab. 28, Abb. 18).

Tabelle 28 Entziindungsdiagnostisch relevante Parameter

n CP/CPPS n Kontrollgruppe p-Wert
Median Range Median Range
Granulozyten-Elastase 41 37 10- 22 31,5 10-415 0,674
(ng/ml) 1191
Interleukin-8 (pg/ml) 40 3503 956- 22 1679,5 458- 0,004
Pg 21524 20226

3.2 Spermien-DNA-Fragmentierung

Zur Beurteilung der DNA-Integritat in Spermien wurde der DNA Fragmentation Index
(%DFI, im Folgenden: DFIl) bestimmt. Wie bereits beschrieben, existieren fiir diesen
Parameter keine festgesetzten Referenzwerte. In der Literatur werden studienabhangig DF|
Grenzwerte von 25-30% fur die Differenzierung zwischen fertilen und subfertilen Mannern
diskutiert (Schulte et al., 2010). Im Folgenden wurden die DFls von Patienten und
Kontrollen verglichen. Des Weiteren wurde der Zusammenhang zwischen DFI und
Spermiogrammparametern in der Patientengruppe analysiert, um potentielle Korrelationen
der Parameter bei CP/CPPS zu erkennen. Um den Einfluss des Alters auf diesen Wert zu
erortern, wurden Alters-adjustierte Gruppen der Kohorte gebildet, und der DFI innerhalb
dieser verglichen. Daruber hinaus wurde der Bezug zwischen DNA-Fragmentierung und

Entziindungsparametern bei CP/CPPS Patienten untersucht.
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3.2.1 Patienten vs. Kontrollen

In beiden Gruppen, insbesondere in der Patientengruppe, zeigten sich heterogene
Verteilungsmuster des DFI. So Betrug die Varianz des Parameters in der Patientengruppe
312,42 und 21,93 in der Kontrollgruppe. Die folgenden Abbildungen (Abb. 19; Abb. 20)

geben exemplarisch einen Uberblick tiber unterschiedliche DFls in beiden Gruppen.
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Abbildung 19: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung zweier Patientenproben. Auf der
x-Achse ist die Detektion der roten Fluoreszenz angezeigt, auf der y-Achse die der griinen
Fluoreszenz. Abbildung A zeigt eine Probe mit niedrigem DFI (DFI: 5,9 %), Abbildung B eine Probe

mit hohem DFI (DFI: 63,4 %).
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Abbildung 20: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung zweier Proben der
Kontrollgruppe. Entsprechend Abbildung 19 zeigt Abbildung C eine Probe mit niedrigem DFI (DFI:
4,7 %), Abbildung D eine Probe mit einem der héchsten DFls innerhalb der Kontrollgruppe (DFI: 18,0

%).
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Abbildung 21: DFI CP/CPPS vs. Kontrollen.

In der Patientengruppe ergab sich fir den DFI ein medianer Wert von 16,0 %. In Bezug zu
den in der Literatur diskutierten Grenzwerten fir den DFI gesetzt, befanden sich 36,6 % (n=
15) der Patientenproben im Bereich DFI > 25% und 29,3 % (n=12) befanden sich im Bereich
DFI > 30%. In der Kontrollgruppe betrug der mediane Wert 8,4 %, dabei wies keine Probe
einen DFI von Uber 25 bzw. 30 % auf. Bei CP/CPPS Patienten zeigte sich insgesamt eine
signifikante Erhéhung des DFI im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001) (Tab. 29, Abb.
21).

Tabelle 29: DNA-Fragmentierung

CP/CPPS Kontrollgruppe

(n=41) (n=22) p-Wert

Median Range Median Range

DNA Fragmentation Index (%) 16,0 3,4-65,5 8,4 4,1-18,5 0,001
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3.2.2 Assoziation zwischen DFI und weiteren Spermienparametern in der

Patientengruppe
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Abbildung 22: Korrelationen des DFI mit der Spermatozoenkonzentration (A), der progressiven
Motilitat (B), der normalen Morphologie (C) sowie Gesamtspermatozoenzahl (D).

In der Patientengruppe korrelierte der DFI signifikant mit einer Reihe weiterer Parameter.
So zeigte sich eine signifikante negative Korrelation mit der Gesamtspermatozoenzahl (r=-
0,320; p=<0,05), der Spermatozoenkonzentration (r=-0,508; p<0,001; Abb. 22 A), der
Gesamtmotilitat (r=-0,636; p<0,001), der progressiven Motilitat (r=-0,626; p<0,001, Abb. 22
B), der normalen Morphologie (r=-0,511; p<0,001; Abb. 22 C) sowie der Protamin 1/2
mRNA Ratio (r=-0,494; p<0,001; Abb. 31 A). Eine signifikante positive Korrelation ergab
sich in Bezug auf Kopfdefekte (r=0,345; p<0,05) und Schwanzdefekte (r=0,621; p<0,001).
Ein Uberblick Uber den Zusammenhang des DFI mit Spermiogrammparametern,
biochemischen Parametern und Auswertungen der Fragebdgen wird an spaterer Stelle
dargestellt (Tab. 36).
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3.2.3 Alters-Adjustierung

Um den in der Literatur diskutierten Einfluss des Alters auf den DFI in dieser Studie zu

untersuchen, wurden die Patienten sowie die Kontrollgruppe in Gruppen grof3er-gleich

sowie unterhalb des Alters-Medians des gesamten Kollektivs, 34 Jahre, eingeordnet.
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Abbildung 23: Vergleich des DFI von Patienten und Kontrollgruppe in alters-adjustierten Gruppen
von < 34 Jahren und = 34 Jahre.

Im Vergleich der Untergruppen < 34 Jahre konnte eine signifikante Erhdhung des DFI in

der Patientengruppe gegenuber der Kontrollgruppe (15,3 % vs. 8,3 %) nachgewiesen

werden. In der Untergruppe = 34 Jahre zeigte sich ebenfalls eine deutliche, jedoch nicht

signifikante Erhéhung des DFI in der Patientengruppe. Innerhalb der Patientengruppe

bestand beim Vergleich zwischen < 34- und = 34-Jahrigen kein signifikanter Unterschied

des DFl, in der Kontrollgruppe wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied des DFI bei <

34- und = 34-jahrigen Probanden nachgewiesen (Tab. 30).

Tabelle 30 Altersadjustierung des DFI

CP/CPPS Kontrollgruppe p-Wert
n  Median Range n  Median Range
<34 Jahre 11 15,3 4,6-61,9 17 8,3 4,1-18,5 0,041
234 Jahre 30 23,8 3,4-65,5 5 8,5 4,8-13,0 0,094
p-Wert 0,362 0,754
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3.3 High DNA Stainability

3.3.1 Patienten vs. Kontrollen

Die Bestimmung der Zellen mit High DNA Stainability (%HDS, im Folgenden: HDS) kann
Hinweise auf die Beschaffenheit des Chromatins in Spermien geben. Die vermehrte
Anfarbbarkeit resultiert am ehesten aus einer geringeren Chromatinkondensation durch
einen erhdhten Anteil an verbliebenen Histonen und einer inkompletten Histon-Protamin-
Transition (Jerre et al., 2019). Es existiert bislang kein eindeutiger Referenzwert oder -
bereich fir diesen Parameter. Folgende Abbildungen geben einen Uberblick (iber

unterschiedliche HDS-Muster in beiden untersuchten Gruppen (Abb. 24; Abb. 25).
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Abbildung 24: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung zweier Proben von
CP/CPPS Patienten. Abbildung A zeigt eine Probe mit niedrigem HDS-Anteil (HDS: 6,7 %),
Abbildung B eine Probe mit hdherem HDS-Anteil (HDS: 24,2 %).
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Abbildung 25: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchung zweier Proben der
Kontrollgruppe. Auf Abbildung C ist ein niedriger HDS-Anteil zu erkennen (HDS: 6,2 %), Abbildung

D zeigt eine Probe mit hdherem HDS-Anteil (HDS: 23,4 %).
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Abbildung 26: HDS CP/CPPS vs. Kontrollen.

Es zeigte sich eine sehr ahnliche Verteilung des Anteils an HDS. So traten in beiden
Gruppen sowohl Proben mit einem sehr niedrigen Anteil an HDS auf, als auch Proben mit
deutlich héheren Anteilen von maximal 27,2 % beziehungsweise 31,0 %. Insgesamt konnte
kein signifikanter Unterschied der HDS zwischen CP/CPPS Patienten und der

Kontrollgruppe nachgewiesen werden (Tab. 31).

Tabelle 31 High DNA Stainability

CP/CPPS Kontrollgruppe
(n=41) (n=22)
Median Range Median Range
High DNA Stainability (%) 13,7 4,2-27,2 13,3 4,0-31,0 0,751

p-Wert
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3.3.2 Assoziation zwischen HDS wund weiteren Spermienparametern in der

Patientengruppe
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Abbildung 27: Korrelationen von HDS mit der Spermatozoenkonzentration (A), der normalen
Morphologie (B), mit Peroxidase-positiven Leukozyten (C) und dem DFI (D) bei CP/CPPS Patienten.

Der Anteil an HDS korrelierte in der Patientengruppe mit mehreren Parametern (Abb. 27).
Hierbei zeigte sich ein signifikanter negativer Zusammenhang zZu
Spermatozoenkonzentration (r=-0,420; p<0,01) und Gesamtspermatozoenzahl (r=-0,366,
p<0,05) sowie normaler Morphologie (r=-0,399; p<0,01). Ein signifikanter positiver
Zusammenhang bestand im Hinblick auf Kopfdefekte (r=0,378; p<0,05) und Peroxidase-
positive Leukozyten (r=0,342; p<0,05). Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen
DFI und HDS nachgewiesen werden. Die Zusammenhange von HDS mit weiteren
Spermiogrammparametern, biochemischen Parametern und den Auswertungen der

Fragebdgen werden an spaterer Stelle dargestellt (Tab. 36).
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3.4 Protamin 1/2 mRNA Ratio
Die Protamin 1/2 Ratio beschreibt das Verhaltnis von Protamin 1 zu Protamin 2 in Spermien.
Das Verhaltnis ist bei regelrechter Fertilitdt etwa ausgeglichen und befindet sich im Bereich

von 0,8 — 1,2. Im Folgenden wurde daher dieser Bereich als Anhaltspunkt ausgewahilt.

3.4.1 Patienten vs. Kontrollen
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Abbildung 28: Protamin 1/2 mRNA Ratio CP/CPPS vs. Kontrollen.

Im Vergleich der Protamin 1/2 mRNA Ratios beider Gruppen konnte kein signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Hohe der Ratio festgestellt werden. Die Mediane beider
Gruppen befanden sich mit 1,08 bei Patienten und 0,95 bei Kontrollen innerhalb des
Bereiches von 0,8 — 1,2. In der Patientengruppe zeigten sich jedoch insgesamt mehr und
teils deutlicher von diesem Bereich abweichendere Werte (Tab. 32, Abb. 28).

Tabelle 32 Protamin 1/2 mRNA Ratio

CP/CPPS Kontrollgruppe |
(n= 41) (n=22) p-Wert
Median Range Median Range
Protamin 1/2 mRNA Ratio 1,08 0,23-2,39 0,95 0,40-1,60 0,729
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Abbildung 29: Gezeigt ist der Anteil von Protamin 1/2 mRNA Ratio Werten innerhalb sowie
aulierhalb des Bereiches 0,8 — 1,2 bei Patienten und Kontrollgruppe.
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Abbildung 30: Prozentuale Verteilung der Werte bei Patienten und Kontrollgruppe innerhalb sowie
ober- und unterhalb des Bereiches 0,8 - 1,2.

In der CP/CPPS Gruppe befanden sich 21,95 % (n=9) der Ratio Werte innerhalb des
Bereiches 0,8- 1,2. In der Kontrollgruppe war dies hingegen bei 63,64 % (n=14) der Werte
der Fall. Im Gegensatz dazu wichen bei CP/CPPS Patienten 78,05 % (n=32) der Werte von
diesem Bereich ab (Abb. 29). Bei genauerer Differenzierung befanden sich hierbei neben
den Range-konformen Werten 41,46 % (n=17) oberhalb von 1,2 sowie 36,59 % (n=15)
unterhalb von 0,8. In der Kontrollgruppe fanden sich 36,36 % (n=8) der Werte aul3erhalb
des Bereiches wieder, von diesen lagen 22,37 % (n=5) oberhalb von 1,2 sowie 13,64 %
(n=3) unterhalb von 0,8 (Abb. 30). Damit zeigte sich insgesamt eine deutlich starkere

Abweichung von der Range in der Patientengruppe.
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3.4.2 Assoziation zwischen der Protamin 1/2 mRNA Ratio und weiteren

Spermiogrammparametern in der Patientengruppe
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Abbildung 31: Korrelationen der Protamin 1/2 mRNA Ratio mit dem DFI (A) und High DNA
Stainability (B).

Bei Betrachtung der Zusammenhange der Protamin 1/2 mRNA Ratio zeigte sich eine
signifikante negative Korrelation mit dem DFI (r=-0,494; p<0,001) und Schwanzdefekten
(r=-0,357; p=<0,05) sowie eine signifikante positive Korrelation mit Testosteron (r=0,357;
p<0,05). Es zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zu HDS (Abb. 31). Weitere

Zusammenhange sind in Tabelle 36 aufgeflhrt.

3.5 DFl, HDS, Protamin 1/2 mRNA Ratio in Abhédngigkeit von
Entziindungsparametern

Um eventuelle Veranderungen von DFI, HDS und Protamin 1/2 mRNA Ratio bei erhéhten
Entzindungsparametern zu untersuchen, wurde die Patientengruppe unterteilt in
Personen, bei denen kein, ein oder 2 2 erhohte Parameter vorlagen. Hierzu zahlten
Leukozyten im Exprimaturin, = 1 x 10° Peroxidase-positive Leukozyten im Ejakulat oder
eine Granulozyten-Elastase von = 250 ng/ml. 34,1 % (n=14) der Patienten wiesen keinen
erhdéhten Entziindungsparameter auf, genau ein erhdhter Parameter lag bei 53,7 (n=22)

der Patienten vor, 12,2 % (n=5) wiesen = 2 erhéhte Parameter auf.
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Abbildung 32: Vergleich von DFI (A), HDS (B) und Protamin 1/2 mRNA Ratio (C) bei Vorliegen von

erhdhten Entzindungsparametern.

Far keinen der untersuchten Messwerte (DFI, HDS, Protamin 1/2 mRNA Ratio) konnten

signifikante Unterschiede

in  Abhangigkeit

des Vorhandenseins der

genannten

Entzindungsparameter nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich bei Patienten mit = 2

erhdhten Entziindungsparametern die mediane Protamin 1/2 mRNA Ratio aulRerhalb der

Range 0,8-1,2 (Tab. 33, Abb. 32).

Tabelle 33 DFI, HDS und Protamin 1/2 mRNA Ratio und Entziindungsparameter

Kein Parameter 1 Parameter 2 2 Parameter p-Wert
Median Range Median Range Median Range
DFI 19,2 4,1-63,4 18,1 5,2-65,5 9,1 3,461,9 0,530
HDS 13,5 5,8-20,5 13,8  4,2-27,2 14,4 8,5-20,4 0,697
Protamin 1/2 1,04 0,23- 1,04 0,38- 1,30 0,58- 0,979
mRNA Ratio 2,07 2,39 1,48
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3.6 Hormone in der Patientengruppe

Der Referenzbereich des Gesamt-Testosterons im Serum ist mit 350-1000 ng/dl
angegeben. Bei Vergleich der Patienten in Gruppen von uber und unter 34 Jahren zeigte
sich ein signifikant erniedrigtes Gesamt-Testosteron in der alteren Gruppe (p = 0,038). Es
lieR sich kein signifikanter Unterschied in Bezug auf Ostradiol feststellen (Referenzbereich
12-34 pg/ml). Tabelle 14 gibt einen Uberblick tiber den Testosteron- und Ostradiol-Status

der Patientengruppe.

Tabelle 34 Hormonmessung CP/CPPS

CPI/CPPS CPI/CPPS CPI/CPPS
gesamt < 34 Jahre 2 34 Jahre

n Median Range n Median Range n Median Range

Testosteron 40 428,5 122,0- 11 481,0 370,0- 29 416,0 122,0-

(ng/dl) 818,0 772,0 818,0
Ostradiol 37 320  190- 10 350  22,0- 27 31,0 19,0-
(pg/ml) 60,0 60,0 60,0

3.7 Kilinisch — andrologische Charakteristika

Zur Verdeutlichung der Symptomatik von Patienten im Rahmen der klinischen Diagnostik
und gegebenenfalls Verlaufsbeobachtung wurde diese anhand der Fragebdgen IPSS,
CPSI und IIEF erfasst. Zudem wurden alle Patienten mittels UPOINTS klinisch
phanotypisiert. Die Auswertung der Fragebogen von sowohl Patienten als auch der
Kontrollgruppe ist in Tabelle 35, die UPOINTS-Verteilung der Patienten in Abbildung 33

dargestellt.

Tabelle 35 Auswertung der Fragebégen IPSS, CPSI, IIEF

CP/CPPS Kontrollgruppe

Fragebogen n Median Range n Median Range
IPSS 10 0-32 2 0-7
CPSI Harnsymptome 3 0-10 1 0-3

Schmerzsymptomatik | 34 | 11 2-19 22 0 0-4

Lebensqualitat 8,5 2-12 0 0-3

Gesamtwert 22,5 5-40 1 0-8
lIEF 27 | 27 1-30 22 29 8-30

61



Ergebnisse

UPOINTS

UPOINTS

mu
o]

T
Wu+s
mpr+0
Hu+0
HOo+N
WO+T
BuU+T
B U+0+S
M U+P+0
BU+0+T
HP+0+T
BU+P+S
B U+P+0+S
D U+P+0+T

Abbildung 33: Verteilung der UPOINTS-Phanotypisierung in der Patientengruppe (U=Urinary,
P=Psychosocial, O=0rgan specific, I=Infection, N=Neurologic/Systemic, T=Tenderness, S=Sexual
Dysfunction).

In Bezug auf die UPOINTS-Phanotypisierung der Patientengruppe wurde untersucht, ob
das Vorliegen einzelner positiver Domanen oder einer bestimmten Kombination mehrerer
positiver Domanen mit Unterschieden hinsichtlich DFI, HDS, Protamin-Ratio oder
Parametern des Basis-Spermiogramms bzw. biochemischen Ejakulatparametern oder
Entziindungsparametern assoziiert ist. Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
der Parameter bei Vorliegen einer bestimmten positiven Domane (alle p>0,05)
beziehungsweise einer bestimmten Kombination positiver Doméanen (p>0,05). Weiterhin
wurde untersucht, ob sich bezlglich der Anzahl positiver Doméanen (1-4) bei Patienten
Unterschiede der genannten Parameter ergeben. Auch hier wurden keine signifikanten
Unterschiede bei Vorliegen von entweder einer, zwei, drei oder vier positiven UPOINTS-
Domanen deutlich (p>0,05).

Im Rahmen der andrologischen Anamnese wurde bei einem Teil der Patienten die
Kinderzahl sowie ein gegebenenfalls aktuell vorliegender Kinderwunsch erfasst (Abb. 34).
Letzteres war bei 11,76 % (n=2) der Befragten der Fall, bei einem GroRteil lag kein aktueller
Kinderwunsch vor. Die Mehrheit der Befragten gab an, bereits Kinder zu haben (61,90%,
n=13).
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Abbildung 34: Ubersicht Uber die prozentuale Verteilung der Kinderanzahl (n=21) sowie den aktuell
vorliegenden Kinderwunsch (n=17) in der Patientengruppe.

Erfasst wurde aulerdem die Libido in Patienten- und Kontrollgruppe in den Kategorien
»hoch®, ,durchschnittlich® und ,wenig®. Hierbei schatzte ein im Vergleich zur Kontrollgruppe
weitaus geringerer Teil der Patienten seine Libido als hoch ein, wahrend ein jeweils deutlich
grolerer Teil als in der Kontrollgruppe eine durchschnittliche oder geringe Libido angab
(Abb. 35).
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CP/CPPS Kontrollgruppe

Abbildung 35: Libido bei Patienten (n=11) vs. Kontrollgruppe (n=22).
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3.8 Ubersicht liber Zusammenhinge von DFI, HDS, Protamin 1/2 mRNA Ratio mit
weiteren Parametern in der Patientengruppe
Tabelle 36 Korrelationen der Parameter DFI, HDS und Protamin 1/2 mRNA Ratio mit

Spermiogrammparametern, biochemischen Parametern, Hormonmessungen sowie
Auswertungen der andrologischen Fragebdgen.
DFI HDS Protamin 1/2
mRNA Ratio
r p r p r p

Volumen 0,242 0,127 0,078 0,629 0,038 0,813
ph -0,022 0,894 -0,059 0,714 -0,101 0,530
Gesamtspermatozoenzahl  -0,320 0,042 -0,366 0,019 0,274 0,083
Spermatozoenkonzentration -0,508 0,001 -0,420 0,006 0,214 0,178
Gesamtmotilitat -0,636 <0,001 -0,169 0,291 0,245 0,123
Progressive Motilitat -0,626 <0,001 -0,229 0,15 0,174 0,276
Normale Morphologie -0,511 0,001 -0,399 0,01 0,123 0,443
Kopfdefekte 0,345 0,027 0,378 0,015 0,041 0,800
Mittelstiickdefekte -0,195 0,221 0,192 0,229 -0,021 0,898
Schwanzdefekte 0,621 <0,001 0,208 0,192 -0,357 0,022
Vitalitat -0,543 0,084 0,087 0,800 0,192 0,572
Peroxidase-positive 0,225 0,157 0,342 0,029 -0,064 0,692
Leukozyten

Unreife -0,056 0,726 0,022 0,891 0,083 0,604
Spermatogenesezellen

Fruktose 0,256 0,111 0,075 0,646 0,049 0,764
a-Glukosidase 0,164 0,306 -0,155 0,334 -0,064 0,689
Zink -0,076 0,638 0,113 0,483 0,263 0,097
Granulozyten-Elastase -0,078 0,629 -0,013 0,937 0,056 0,730
Interleukin-8 0,198 0,220 0,098 0,546 -0,013 0,937
DFI - - 0,097 0,546 -0,494 0,001
HDS 0,097 0,546 - - 0,170 0,289
Protamin 1/2 mRNA Ratio -0,494 0,001 0,170 0,289 - -
Testosteron -0,309 0,052 -0,023 0,887 0,357 0,024
Ostradiol -0,002 0,989 0,126 0,458 0,104 0,540
CPSI Gesamtwert -0,111 0,533 -0,081 0,650 0,127 0,475
CPSI Harnsymptome 0,050 0,780 -0,027 0,880 -0,004 0,983
CPSI Schmerzen -0,209 0,235 -0,056 0,755 0,139 0,433
CPSI Lebensqualitét -0,024 0,893 -0,032 0,857 0,247 0,158
IPSS -0,141 0427 -0,077 0,665 0,092 0,606
IIEF 0,324 0,099 -0,006 0,974 -0,503 0,007

signifikante Korrelationen sind blau unterlegt
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4 Diskussion

4.1 Patientenkollektiv

Die vorliegende Arbeit umfasst 41 Patienten mit CP/CPPS sowie eine Kontrollgruppe von
22 Personen. Die StudiengroRe liegt somit im Hinblick auf die Auswertung von
Spermiogrammparametern bei CP/CPPS und die Untersuchung von DNA-Fragmentierung
und Protamin mRNA Ratio im Bereich der KollektivgrofRen verwandter Einzelstudien, wie
verschiedene Ubersichtsarbeiten zeigen (Condorelli et al., 2017; Fu et al., 2014; Ni et al.,
2016). Trotz dieser begrenzten Kollektivgrofle zeigten sich signifikante Unterschiede,
welche sich bei einer Ausweitung der Untersuchungskollektive vermutlich weiterhin

bestatigen und noch verdeutlichen wirden.

In Bezug auf die Altersverteilung von CP/CPPS Patienten waren der Altersmedian von 40
Jahren und der Altersdurchschnitt von 40,4 Jahren sehr ahnlich zu denen anderer Studien
zu diesem Krankheitsbild, welche meist zwischen 30 und 41 Jahren, in einzelnen Fallen bei
27 — 29 bzw. 55 Jahren liegen. Somit befand sich auch in dieser Studie ein Grofteil der
Patienten im reproduktiven Alter. Auch das Altersspektrum zeigte sich typisch im Vergleich
zu anderen Arbeiten (Condorelli etal., 2017; Fu et al., 2014; Rusz et al., 2012; Wagenlehner
et al., 2012). Der Altersmedian von 29,5 Jahren und der Altersdurchschnitt von 30,0 Jahren
der Kontrollgruppe unterschieden sich um einige Jahre von der Patientengruppe. Dies ist
vermutlich den unterschiedlichen Rekrutierungsverfahren beider Gruppen geschuldet,
welche bei der Kontrollgruppe auf rein freiwilliger Basis Uber das Netzwerk der Universitat
und bei den Patienten Uber eine Vorstellung in der Prostatitis-Sprechstunde an der Klinik
fir Urologie erfolgten. Ahnliche Divergenzen bei Kollektiven sind auch in anderen Studien
zu sowohl Fertilitat bei CP/CPPS wie auch Untersuchung von Spermienparametern, DNA-
Fragmentierung und Protamin mRNA Ratio bei anderen Erkrankungen zu beobachten
(Condorelli et al., 2017; Rogenhofer et al., 2017). Letztendlich lasst sich daher eine

Beeinflussung der bestimmten Parameter durch den Altersunterschied nicht ausschlieRen.

Mit einem Median des NIH-CPSI Gesamtwertes von 22,5 lag in der untersuchten
Patientengruppe eine typische Symptomschwere vor (Wagenlehner et al., 2012). Auch der
Median des IPSS-Gesamtscores der Patientengruppe war mit einem Wert von 10

vergleichbar mit anderen Studien (Schneider et al., 2003).

4.2 Auswirkungen von CP/CPPS auf Spermiogrammparameter
In dieser Studie wurde unter anderem der Einfluss von CP/CPPS auf die im Rahmen der

Ejakulatanalyse bestimmten Spermienparameter untersucht.
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Ejakulatvolumen und pH-Wert

Das Ejakulatvolumen ist ein multifaktoriell beeinflusster Parameter und auch bei
normwertigen Befunden kein Garant fir eine ausreichende Spermienqualitat. Im Hinblick
auf das Ejakulatvolumen zeigte sich ein signifikant geringeres Volumen bei CP/CPPS
Patienten. Hier bleibt zu erwahnen, dass beide Mediane trotzdem innerhalb des
vorgesehenen Referenzbereiches lagen und in der Patientengruppe sich nur ein geringer
Teil unterhalb des Referenzwertes befand. Insgesamt ist daher anzunehmen, dass die
beobachtete Verminderung nicht zwingend von grofer Bedeutung fur die Fertilitat der
Patienten ist. Die Ergebnisse stehen groftenteils in Einklang mit vorherigen Arbeiten, so
zeigten Condorelli et al. ebenfalls eine signifikante Verminderung des Ejakulatvolumens in
der CP/CPPS Untergruppe verglichen mit einer Kontrollgruppe, wahrend dies
interessanterweise in der CBP Untergruppe dieser Ubersichtsarbeit nicht der Fall war
(Condorelli et al., 2017).

Der ideale pH-Wert des Ejakulates liegt im schwach alkalischen Bereich. Bei Betrachtung
des Ejakulat pH-Wertes zeigte sich ein signifikanter Unterschied mit niedrigeren pH-Werten
in der Patientengruppe, wobei sich jedoch alle gemessenen Werte oberhalb des unteren
Grenzwertes befanden. Dies deutet darauf hin, dass aus diesem Parameter nicht in
besonderem Mal3e eine Beeinflussung der Spermienqualitat bei CP/CPPS hervorgeht. Im
Hinblick auf vorhergehende Studien ist der Ejakulat-pH haufig nicht evaluiert worden.
Wahrend in Studien zu bakteriellen Infektionen wie Epididymitis, CBP oder der chronischen
Urethritis von signifikant erhéhten pH-Werten in der Patientengruppe berichtet wurde
(Marconi et al., 2009), stehen die Ergebnisse dieser Arbeit im Einklang mit der Arbeit von
Schagdarsurengin et al. zu CP/CPPS, in der sich ebenfalls ein signifikant niedrigerer pH-
Wert in der Patientengruppe zeigte. Auch hier lag der Median oberhalb des unteren
Grenzwertes, bei Einzelwerten kam es zu Unterschreitungen (Schagdarsurengin et al.,
2017).

Spermiengesamtzahl, -konzentration, -motilidt, -morphologie und -vitalitét

Insbesondere die Spermienkonzentration stellt neben progressiver Motilitat und
Spermienmorphologie einen der drei relevantesten Parameter des Basis-Spermiogramms
dar. Bezlglich der Spermiengesamtzahl und Spermienkonzentration bestand in dieser
Arbeit kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen. Diese Ergebnisse stehen
in Einklang mit einer Arbeit von Rusz. et al., in welcher die Autoren bei kontroverser
Studienlage insgesamt von keiner Beeinflussung der Spermienkonzentration durch
CP/CPPS ausgehen (Rusz, Pilatz, Wagenlehner, Linn, Diemer, et al., 2012). Im Gegensatz
hierzu stehen Metaanalysen von Condorelli et al. sowie Fu et. al., in denen sich eine

Assoziation von CP/CPPS und einer verminderten Spermienkonzentration zeigte, wobei in
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letzterer Arbeit ebenfalls kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die
Spermiengesamtzahl erfasst wurde. Es ist jedoch anzumerken, dass in Bezug auf die
Spermienkonzentration in dieser Arbeit fast jeder flnfte Patient einen Wert unterhalb der
WHO-Referenz aufwies. Ergebnisse von Schagdarsurengin et al. bestatigen diese Zahl. In
der genannten Arbeit lag bei 21,9 % der Patienten eine Oligozoospermie vor
(Schagdarsurengin et al., 2017). Es kann daher, auch wenn in dieser Arbeit keine
statistische Signifikanz vorlag, eine Beeinflussung der Spermienkonzentration bei

CP/CPPS nicht ausgeschlossen werden.

Einen weiteren, fur eine regelrechte Fertilitat essentiellen Faktor stellt die Spermienmotilitat
dar. Die mediane Gesamtbeweglichkeit zeigte sich in beiden Gruppen normwertig, wobei
bemerkenswerterweise bei etwa jedem zehnten Patienten eine Asthenozoospermie vorlag.
Anhnlich verhalt es sich in Bezug auf den entscheidenden Parameter der progressiven
Motilitat, wobei auch hier die Mediane innerhalb der Referenz lagen, es jedoch bei einem
nicht geringen Teil der Patienten zu Unterschreitungen kam. Entsprechend konnte
insgesamt eine signifikant verminderte Gesamtmotilitat und progressive Matilitat mit einem
erhohten Anteil an immotilen Spermien festgestellt werden. Diese Ergebnisse stehen zum
groflten Teil in Einklang mit bisherigen Studien, wobei bei Condorelli et al. sowie Fu et al.
in der CP/CPPS Gruppe ausschlieBlich die progressive Motilitat signifikant eingeschrankt
war (Condorelli et al., 2017; Fu et al., 2014). Bei Schagdarsurengin et al. zeigten sich
sowohl die Gesamtmotilitit als auch die progressive Motilitdt signifikant vermindert
(Schagdarsurengin et al., 2017). Aufgrund der Abhangigkeit der Spermienmotilitdt von
multiplen Faktoren, insbesondere auch Veranderungen des Seminalplasmas, kann sie bei
Entziindungen des Urogenitaltraktes vermindert sein (Diemer et al., 2003). Mitunter spielen
hierbei das Vorhandensein von Leukozyten sowie pro-inflammatorische Zytokine eine
wichtige Rolle. Da Leukozyten einen bedeutsamen Ursprung von ROS darstellen, wird
vermutet, dass es durch den erhohten oxidativen Stress beziehungsweise durch
Uberschreitung der antioxidativen Kapazitat des Seminalplasmas und Spermiums zu
Veranderungen der Fettsauren-Zusammensetzung der Spermienplasmamembran sowie
mitochondrialen Schaden kommt, welche Motilitatsveranderungen bewirken kdnnen
(Diemer et al., 2003; Shi et al., 2012). Weiterhin zeigte sich in Studien von Lampiao et. al
sowie Kopa et al., dass proinflammatorische Zytokine wie Interleukin-6, Interleukin-8 und
TNF-a die Motilitdt negativ beeinflussen kénnen (Eggert-Kruse et al., 2001; Kopa et al.,
2005; Lampiao und du Plessis, 2008). Diese Zytokine kénnen bei CP/CPPS erhéht sein
(Orhan et al., 2001). Insgesamt spielen daher am ehesten die genannten Mechanismen
eine entscheidende Rolle und stellen damit eine mdgliche Ursache fir die in dieser Arbeit

beschriebene Motilitatsminderung von Spermien bei CP/CPPS dar.
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Die Evaluation der Spermienmorphologie stellt einen weiteren wichtigen diagnostischen
Aspekt reproduktiver Gesundheit sowie einen Indikator von testikularem Stress dar.
Entsprechend ist eine reduzierte normale Morphologie mit Spermiendysfunktion assoziiert
(Menkveld, Holleboom und Rhemrev, 2011). Insbesondere wird hierbei von negativen
Korrelationen zwischen normaler Spermienmorphologie und Chromatinkondensation,
DNA-Integritat und Akrosomreaktion berichtet (Abu Hassan Abu et al., 2012). Im Hinblick
auf die Spermienmorphologie zeigte sich bei Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen
bei normwertigem Median insgesamt eine signifikante Erniedrigung normalgeformter
Spermien, wobei etwa jeder funfte Patient einen Wert unterhalb der WHO-Referenz
aufwies. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit den Metaanalysen von Fu et al. sowie
Condorelli et al., welche ebenfalls von einer signifikant verminderten normalen Morphologie
bei CP/CPPS berichten (Condorelli et al., 2017; Fu et al., 2014). Atiologisch kommen
wiederum die bereits genannten Mechanismen analog der Auswirkungen auf die
Spermienmotilitat in Betracht. Insbesondere stehen eine erhdhte Leukozytenaktivitat sowie
oxidativer Stress im Vordergrund, welche mitunter durch Verlust der Membranintegritat
apoptotische Prozesse beglinstigen und mit abnormer Morphologie einhergehen (Walczak-

Jedrzejowska, Wolski und Slowikowska-Hilczer, 2013).

Die Spermienvitalitat gibt den Anteil an vitalen Spermien an und dient insbesondere der
Unterscheidung zwischen immotilen und tatsachlich avitalen Spermien. Sie findet in der
Routine Anwendung bei Ejakulatproben mit einem Anteil von = 40 % immotilen Spermien
im Nativpraparat (Krause et al., 2011). In dieser Arbeit wurde die Spermienvitalitat bei
Patienten mit einem Anteil von =40 % immotilen Spermien sowie bei allen Kontrollpersonen
bestimmt, wobei in dieser Gruppe nur eine Person = 40 % immotile Spermien aufwies. Es
zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen CP/CPPS Patienten und
Kontrollpersonen, mit hoheren Vitalitatswerten in letzterer Gruppe, wobei die Mediane
beider Gruppen oberhalb des unteren WHO-Referenzwertes lagen. Im Hinblick auf die
Studienlage ist eine Aussage bezlglich der Spermienvitalitat umstritten. So kommt die
Metaanalyse von Fu et al. - trotz einzelner Studien, welche von einer verminderten
Spermienvitalitat bei CP/CPPS berichten - zu dem Schluss, dass eine Assoziation zu
diesem Parameter eher nicht besteht (Fu et al., 2014). Condorelli et. al berichten nach
Subgruppenanalyse zwar von einer Assoziation zwischen verminderter Spermienvitalitat
bei CBP, nicht jedoch bei CP/CPPS (Condorelli et al., 2017).

Biochemische Ejakulatparameter
Zur Beurteilung der sekretorischen Funktion der Driusen der Samenwege wurden die

Fruktose, a-Glukosidase sowie Zink im Ejakulat bestimmt. Im Rahmen urogenitaler
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Infektionen kann die Funktion der akzessorischen Drisen beeintrachtigt sein. In der
Vergangenheit konnte dies unter anderem fir bakterielle Infektionen wie die CBP,
chronische Epididymitis oder chronische Urethritis gezeigt werden, bei welchen ein
negativer Einfluss auf die untersuchten Marker Fruktose, a-Glukosidase und Zink deutlich
wurde (Marconi et al., 2009). Ludwig et al. untersuchten dies bei Patienten mit CP/CPPS,
wobei Fruktose, a-Glukosidase und, hier als Marker fur die sekretorische Kapazitat der
Prostata, y-Glutamyltransferase bestimmt wurden. Allein letzterer Parameter zeigte sich
ausschlielich bei CP/CPPS mit inflammatorischer Komponente signifikant erniedrigt, die
Marker der anderen Drisen erwiesen sich als nicht signifikant verandert (Ludwig et al.,
2002). Fruktose wird in der Ejakulatdiagnostik als Marker fur die Funktion der Samenblasen
verwendet. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf die Fruktosekonzentration zwischen Patienten und Kontrollpersonen, nur bei
Einzelpersonen kam es zu einer Unterschreitung des Referenzwertes. Ahnlich verhielt sich
dies im Hinblick auf a-Glukosidase, welche im Ejakulat als Marker der Nebenhodenfunktion
bestimmt wurde. Auch hier wurde trotz Unterschreitung des Referenzwertes bei etwa jedem
funften Patienten kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten und Kontrollpersonen
deutlich. Am ehesten kdnnen daher die Ergebnisse vorangegangener Studien bestatigt
werden, dass es, unter Bericksichtigung dieser Marker, durch CP/CPPS nicht zu einer in
hohem Malle beeinflussten sekretorischen Kapazitat der Samenblasen oder signifikant
beeinflussten Nebenhodenfunktion kommt. Im Hinblick auf die sekretorische Funktion der
Prostata wurde in dieser Arbeit die Zinkkonzentration im Seminalplasma bestimmt. Zink hat
vielfaltige Funktionen in der Prostata, darunter die Wahrung der Stabilitdt des
Spermienchromatins im ejakulierten Prostataanteil (Condorelli et al., 2017). Metaanalysen
konnten bei CP/CPPS eine signifikante Erniedrigung der Zinkkonzentration im Ejakulat
feststellen (Condorelli et al., 2017). Die beschriebene Tendenz zu einer verminderten
Zinkkonzentration konnte auch in dieser Arbeit beobachtet werden, war allerdings nicht
signifikant. Die Werte jedes zehnten Patienten befanden sich unterhalb des
Referenzwertes, die Mediane beider Gruppen lagen jedoch im Referenzbereich. Auch wenn
sich im Hinblick auf diesen Parameter in den Ergebnissen dieser Arbeit keine Signifikanz
herausstellte, weisen die Daten auf die - auch in Metaanalysen gezeigte - Verminderung
der Zinkkonzentration bei Patienten mit CP/CPPS hin. Eine Beeintrachtigung der
sekretorischen Funktion der Prostata bei CP/CPPS kann somit nicht ausgeschlossen

werden.

Inflammatorische Marker
Im Rahmen der CP/CPPS Diagnostik entscheidet das Vorkommen von Leukozyten im

Exprimaturin Uber das Vorliegen eines entzindlichen (l1IA) oder nicht-entziindlichen (l11B)
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CPPS. In der Ejakulatdiagnostik wird Entziindungsaktivitdt unter anderem durch die
Konzentration Peroxidase-positiver Leukozyten erfasst, mit einem Grenzwert von 1 x 10°
Leukozyten/ml. Der diagnostische Wert sowie die Relevanz dieses von der WHO
etablierten Wertes bleiben kontrovers. Zwar zeigten einige Studien eine Assoziation
zwischen Leukozytospermie und eingeschrankten Ejakulatparametern, hingegen konnte
dieser Zusammenhang in anderen Studien nicht bestatigt werden (Yanushpolsky et al.,
1996; Ludwig et al., 2002; Henkel et al., 2003). In dieser Arbeit zeigte sich eine signifikant
erhdhte Konzentration an Leukozyten im Ejakulat bei Patienten mit CP/CPPS im Vergleich
zu der Kontroligruppe, wobei es nur in Einzelfallen in beiden Gruppen zur Uberschreitung
des Referenzwertes kam. Da bei chronischen Entziindungen der Samenwege diese
Grenze nicht zwangslaufig Uberschritten wird, kdnnen zusatzliche inflammatorische Marker
wie die Granulozyten-Elastase oder Zytokine, in dieser Arbeit Interleukin-8 (IL-8), bestimmt
werden (Krause et al., 2011). Die Granulozyten-Elastase stellt einen sensitiven und
spezifischen Parameter der Entzindungsevaluation dar, Kkorreliert mit anderen
Entziindungsparametern und ist auch zur Therapietiberwachung bei antiinflammatorischer
Therapie geeignet. Sie kommt in polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten vor und
wird bei Phagozytose, Degranulation oder Zelltod freigesetzt. Zudem kann sie als Marker
der Granulozyten-Aktivitat im Ejakulat dienen (Kopa et al., 2005; Krause et al., 2011).
Inflammatorische Zytokine werden von Leukozyten produziert und haben vielfaltige
Funktionen im Rahmen physiologischer und pathologischer Prozesse der Zell-Zell-
Kommunikation und Immunreaktion. Bei CP/CPPS wurde insbesondere das Chemokin IL-
8 als diagnostisch verwendbarer Entziindungsmarker identifiziert, wobei eine Korrelation
zur Symptomschwere besteht und eine Diskrimination zwischen den Subtypen IlIA und I1I1B
ermdglicht wird (Khadra et al., 2006; Penna et al., 2007). In friheren Studien wurde von
einer Korrelation erhohter Werte von Elastase sowie IL-6 und IL-8 bei chronischen
Entzindungen der Samenwege und einer beeintrachtigten Spermienqualitat berichtet.
Erhohte Interleukin- und Elastase-Werte fanden sich auch bei infertilen Patienten (Eggert-
Kruse et al., 2001; Kopa et al., 2005). Eine Studie von Kopa et al. beschrieb aulerdem eine
negative Korrelation zwischen der Elastasekonzentration im Ejakulat und dem Anteil an
Spermien mit intakter DNA (Kopa et al., 2005). In Bezug auf die Granulozyten-Elastase fiel
in dieser Arbeit kein signifikanter Unterschied im Vergleich von Patienten zu Kontrollen auf.
Die Mediane beider Gruppen befanden sich innerhalb des Normbereiches. Bei Bestimmung
der IL-8 Konzentration im Seminalplasma wurde eine signifikante Erhéhung des Chemokins
bei Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich. Insgesamt deuten die Ergebnisse
dieses Untersuchungskollektiv unter Einbeziehung der Leukozyten im Ejakulat sowie der
Granulozyten-Elastase darauf hin, dass bei einem Groliteil der Patienten aktuell keine

erhebliche Inflammation vorlag. Dennoch gilt gerade IL-8 als sensitiver und fur CPPS recht
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spezifischer Entziindungsparameter, sodass bei einer Erhéhung dieses Wertes in der

Patientengruppen eine Inflammation nicht sicher ausgeschlossen werden kann.

4.3 Auswirkungen von CP/CPPS auf Spermien-DNA-Fragmentation

Ein Hauptaspekt dieser Arbeit war die Evaluation des Einflusses von CP/CPPS auf die
Spermien DNA-Integritdt und hierbei im Speziellen auf das Auftreten von DNA-
Fragmentierung in Spermien. Wie bereits erwahnt existieren bisher keine festgesetzten
Referenzwerte fir den DNA Fragmentation Index. Es wird jedoch von einer reduzierten
Wahrscheinlichkeit auf das Erzielen einer Schwangerschaft auf natlirlichem Wege ab
Werten von = 20 % bis 30 % berichtet. Bei einem DFI = 30 % besteht eine erhebliche
Einschrankung (Evenson et al., 1999; Raheem und Walsh, 2017). In Bezug auf IUl zeigte
sich ebenfalls ein deutlicher Abfall der Schwangerschaftsraten bei einem DFIl = 30 %
(Evenson and Wixon, 2006). Insgesamt wurde daher von Evenson et al. ein klinischer
Grenzwert von = 25 % vorgeschlagen (Evenson, 2017). Unter Verwendung von IVF zeigten
sich bei einem DFI von = 20 % signifikant verminderte Lebendgeburtraten, im Hinblick auf
ICSI wurde keine Assoziation deutlich. Lebendgeburtraten waren unter Verwendung von
ICSIim Gegensatz zu IVF bei einem DFI von =20 % signifikant hdher. Zudem war die Odds
Ratio fir Fehlgeburten ab einem DFI von =40 % signifikant erhdht. Evenson et al. schlagen
ab einem DFI von = 30 % die Verwendung von ICSI vor (Evenson, 2017).

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass bei CP/CPPS Patienten im
Vergleich zu Kontrollen ein signifikant erhdhter Anteil an Spermien DNA-Fragmentierung
aufweist. Der mediane Wert fir den DFI betrug in der Patientengruppe in dieser Arbeit 16,0
% im Vergleich zu 8,4 % in der Kontrollgruppe. Wahrend Patienten somit einen deutlich
héheren medianen DFI aufwiesen, lag der Wert jedoch noch nicht in einem Bereich, der mit
einer deutlich reduzierten Fertilitat assoziiert ist. Unter Beachtung der zuvor genannten
Grenzwerte lag allerdings mehr als ein Drittel der Patienten oberhalb des klinischen
Grenzwertes von 25 %. In der Patientengruppe wiesen zudem 29,3 % einen DFI von = 30
% auf und fallen somit in die Gruppe mit erheblich reduzierten Chancen auf das Erzielen
einer spontanen Schwangerschaft. Gleichzeitig wiesen ebenfalls 29,3 % der Patienten
einen DFI von < 10 %, und damit eine im alleinigen Hinblick auf diesen Parameter nicht
bedeutend beeintrachtigte Spermien DNA-Integritat auf. Insgesamt zeigt sich damit in der
Patientengruppe eine heterogene Verteilung des Parameters. Entsprechend kann bei
CP/CPPS nicht von einer obligaten Erhdhung von DNA-Fragmentierung in Spermien in
fertilitatsrelevante Bereiche ausgegangen werden. Jedoch ist durch die signifikante
Erhdhung im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe und aufgrund der hohen, mit einer

reduzierten Fertilitat assoziierten Werte bei etwa einem Drittel der Patienten eine
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Beeinflussung durch die Erkrankung, ebenso wie im Hinblick auf die Basis-
Spermienparameter, denkbar. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen
zu anderen Erkrankungen des Urogenitalsystems. Unter anderem konnten in Studien eine
Erhdhungen der DNA-Fragmentierung in Spermien bei urogenitalen bakteriellen
Infektionen - beispielweise mit Chlamydia trachomatis -, sowie eine Erhéhung bei Vorliegen
einer Varikozele nachgewiesen werden (Moazenchi et al., 2018; Ni et al., 2014).

Die Studienlage im Hinblick auf Korrelationen von DNA-Fragmentierung mit
konventionellen Spermiogrammparametern ist uneinheitlich. Einige Studien konnten
negative Korrelationen zwischen der Rate an Spermien-DNA-Fragmentierung und
konventionellen Spermiogrammparametern im Sinne von Spermienkonzentration, Motilitat
und Morphologie zeigen. In anderen Arbeiten konnte dieser Zusammenhang nicht
reproduziert werden. So galt auch der mittels SCSA gemessene DFI als eher unabhangiger
Parameter (Evgeni, Charalabopoulos und Asimakopoulos, 2014; Raheem und Walsh,
2017). Nach Evgeni et al. sind die kontroversen Ergebnisse der Vielzahl an Mdglichkeiten
zur Testung von DNA-Integritat, nach wie vor bestehenden Unterschieden bei Anfertigung
des Basis-Spermiogramms, fehlender externer Qualitatssicherung und heterogenen
Studienpopulationen geschuldet (Evgeni, Charalabopoulos und Asimakopoulos, 2014). In
der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei Betrachtung eines Zusammenhangs von DFI und
konventionellen Spermiogrammparametern eine signifikante, negative Korrelation mit der
Gesamtspermatozoenzahl, Spermatozoenkonzentration, der Gesamtmotilitit und der
progressiven Motilitdit sowie der normalen Morphologie. Eine signifikante, positive
Korrelation wurde mit Kopf- und Schwanzdefekten beobachtet. Hier erscheint ein
gemeinsamer Schadigungsmechanismus wahrscheinlich. Der DFI war somit in dieser
Arbeit kein vollkommen unabhangiger Parameter. Es konnte vielmehr der oben genannte
Zusammenhang zwischen erhéhten Raten an Spermien-DNA-Fragmentierung und einigen
konventionellen Spermiogrammparametern, auch unter Verwendung des SCSA, gezeigt
werden.

Die Haupt-Entstehungsmechanismen von DNA-Fragmentierung in Spermien umfassen
insuffizientes Chromatin-Remodelling, die Schadigung durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) sowie abortive Apoptose, beziehungsweise die Kombination mehrerer dieser
Mechanismen (Schulte et al., 2010). Bei DNA-Schaden in Spermien scheint hier
insbesondere oxidativer Stress im Vordergrund zu stehen. Frihere Studien zeigten eine
Assoziation von erhéhten ROS im Ejakulat, sowie einer eingeschrankten antioxidativen
Kapazitat mit DNA-Schaden. Erhdhte ROS-Level konnten im Ejakulat von ca. 25 % aller
subfertilen Manner nachgewiesen werden (Schulte et al., 2010). Zudem konnte in der
Vergangenheit eine signifikante Korrelation zwischen DNA-Strangbriichen in Spermien und

8-Hydroxy-2‘-Deoxyguanosin (80OHdAG) als Marker flir oxidativen Stress durch ROS gezeigt
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werden. Im Vorfeld wurde bei subfertilen Mannern im Aligemeinen ein hoher 80hdG-Gehalt
in Spermien beobachtet (Aitken und De luliis, 2009). Wie an friiherer Stelle beschrieben,
stellen besonders aktivierte Leukozyten einen bedeutenden Ursprung von ROS dar und
kénnen somit potentiell DNA-Schaden in Spermien bewirken. Im Hinblick auf das Ausmaf
der Schadigung durch Leukozyten kommt es jedoch auf die Anzahl und den
Leukozytensubtyp, Aktivierungsstatus und -ort, sowie die zur Verfigung stehenden
Schutzfaktoren des Seminalplasmas an (Aitken und De luliis, 2009). Bei der Entstehung
von DNA-Schaden in Spermien durch von Leukozyten produzierte ROS spielen chronische
Entziindungen eine bedeutende Rolle. Pasqualotto et al. und Kulisaar et al. fanden erhéhte
Level von oxidativem Stress bei einer geringeren antioxidativen Kapazitat bei chronischer
Prostatitis im Vergleich zu Kontrollen. Erhdhte Level an oxidativem Stress bestanden hier
interessanterweise sowohl bei NIH IllA, als auch IlIB. Besonders hohe ROS Level zeigten
sich bei Bestehen einer Leukozytospermie (Potts und Pasqualotto, 2003; Kullisaar et al.,
2012). In verschiedenen Studien wurde auch von einem direkten Zusammenhang zwischen
Leukozytospermie und DNA-Schaden in Spermien berichtet (Alvarez et al., 2002).
Allerdings konnte dieser Zusammenhang an anderer Stelle nicht nachgewiesen werden
(Haidl et al., 2015). In der vorliegenden Arbeit zeigten sich zwar eine signifikante Erhdhung
sowohl des DFI als auch der Peroxidase-positiven Leukozyten in der Patientengruppe,
dennoch bestand in der Patientengruppe keine signifikante Korrelation zwischen beiden
Parametern. Einschrankenderweise wies nur ein Patient eine Leukozytospermie im Sinne
von = 1 x 10° Leukozyten/ml auf. Aufgrund der uneinheitlichen Studienlage in Bezug auf
Leukozytospermie und eingeschrankten Ejakulatparametern war in der Vergangenheit
Kritik an Peroxidase-positiven Leukozyten als singuldrem Entziindungsmarker im Ejakulat
deutlich geworden. Zudem bleibt weiter fraglich, ob dem WHO-Referenzwert eine klinische
Relevanz zukommt (Schuppe et al., 2017). Ein weiterer Kritikpunkt besteht in der
Nachweismethode mittels Peroxidase-Farbung, welche ausschlieBlich intakte, nicht
hingegen degranulierte Granulozyten erfasst, und damit gerade aktivierte Leukozyten im
Rahmen eines inflammatorischen Prozesses zum Teil nicht detektiert werden kénnen (
Henkel et al., 2003; Kopa et al., 2005). Es wird daher davon ausgegangen, dass auch
unterhalb des WHO-Referenzwertes bereits eine Schadigung von Spermienfunktionen
maoglich ist (Schuppe et al., 2017). Zur Evaluation, ob neben der Leukozytospermie eine
Assoziation zwischen DNA-Schaden und anderen Entziindungsparametern bestand,
wurden Patientengruppen verglichen, welche keinen, einen oder UuUber zwei
Entziindungsparameter aufwiesen. Als solche definiert wurden = 1 x 10° Peroxidase-
positive Leukozyten/ml Ejakulat, =2 250 ng/ml Granulozyten-Elastase im Ejakulat oder
Leukozyten im Exprimaturin. Insgesamt konnte hier kein Unterschied zwischen den

Gruppen festgestellt werden, wobei einschrankenderweise nur eine geringe Patientenzahl
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mehrere, beziehungsweise stark erhdhte Entziindungsparameter aufwies. Zudem
unterschieden sich die klassischerweise definierten NIH Subgruppen IlIA und IIIB im
Hinblick auf DNA-Schaden in dieser Arbeit nicht voneinander, was im Einklang mit friheren
Studien steht, welche keine Unterschiede bezuglich Spermiogrammparametern zwischen
beiden Subtypen feststellen konnten (Ludwig et al., 2003). Der DFI schien somit als von
Referenzwerten konventioneller Entzindungsparameter relativ unabhangiger Wert.
Aufgrund der vorher genannten Kritik an letzteren Grenzwerten kann jedoch nicht aulRer
Acht gelassen werden, dass es bei CP/CPPS als chronischem Entziindungsgeschehen
bereits unterhalb dieser Referenzwerte durch obengenannte Mechanismen zu relevanten
DNA-Schaden in Spermien kommen kann. Insgesamt stellen interindividuelle Unterschiede
in der antioxidativen Kapazitdit des Seminalplasmas und der daraus folgenden
unterschiedlichen Suszeptibilitdt durch ROS eine mdgliche Erklarung der heterogenen
Prasentation des DFI in der Patientengruppe dar (Wright, Milne und Leeson, 2014).

Aufgrund der multifaktoriellen Entstehung von Spermien DNA-Fragmentierung durch
mitunter altersassoziierte Veranderungen (Wright, Milne und Leeson, 2014) wurden
aufgrund des Altersunterschiedes zwischen Patienten und Kontrollgruppe alters-adjustierte
Gruppen gebildet und verglichen. Hier zeigte sich interessanterweise insbesondere in der
jungeren Alterskohorte < 34 Jahren ein signifikant erhdhter, etwa doppelt so hoher DFI bei
Patienten im Vergleich zu Kontrollen. Einschrankend muss gesagt werden, dass der
mediane Wert der Gruppe den klinischen Grenzwert von etwa 25 % nicht Uiberschritt, und
auch an dieser Stelle die heterogene Verteilung des DFI deutlich wird. In der Gruppe der
34-Jahrigen zeigte sich ebenfalls bei Patienten eine deutliche, jedoch maoglicherweise
aufgrund der geringen Anzahl an Kontrollpersonen in diesem Altersbereich nicht
signifikante Erhéhung des medianen DFI, welcher sich im Bereich des klinischen
Grenzwertes befand. Hieraus wird deutlich, dass auch bei jingeren CP/CPPS Patienten
bereits DNA-Schaden auftreten kdnnen und nicht auszuschlieRen ist, dass es in dieser
Altersgruppe zu besonders relevanten Fertilitatseinschrankungen kommen kann. Im
Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit bleibt einschrankend zu erwahnen, dass es neben
altersassoziierten Einflissen mdglicherweise auch zu anderen umweltbedingten Einflissen

auf die Spermien-DNA-Integritdt kommen kann (Wright, Milne und Leeson, 2014).

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit erstmalig eine Erhdhung von Spermien-DNA-
Fragmentierung mit heterogenem Verteilungsmuster in zum Teil fertilitatsrelevanten
Bereichen bei CP/CPPS Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen beobachtet.
Diese zeigte sich mitunter bereits bei jungeren Patienten und korrelierte mit weiteren
Spermienparametern. Es wurde daher deutlich, dass es auch auf molekularer Ebene zu

teils gravierenden Spermien-Veranderungen kommen kann. Dennoch scheint eine
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Generalisierung in Bezug auf diesen Parameter aktuell weder méglich noch sinnvoll. In
Anbetracht der Heterogenitdat des DFI bei Patienten stellt sich die Frage, ob
Patientensubgruppen identifiziert werden kénnen, bei denen die DNA-Schaden besonders
ausgepragt sind. Durch das alleinige Vorkommen von erhdhten Entziindungsparametern
im Ejakulat oder Urin kann nicht auf vermehrte DNA-Schaden in Spermien geschlossen
werden. Vielmehr legen diese Ergebnisse nahe, dass bei unerfiilltem Kinderwunsch bei
CP/CPPS neben Evaluation der konventionellen Spermienparameter die Untersuchung von
Spermien-DNA-Fragmentierung mittels beispielsweise des SCSA zusatzliche, bedeutsame
Information Uber das Bestehen einer eingeschrankten Spermienqualitat liefern kann, um

gegebenenfalls entsprechende diagnostische oder therapeutische Schritte einzuleiten.

4.4 Auswirkungen von CP/CPPS auf High DNA Stainability

Neben dem DFI als Marker fir DNA-Fragmentierung wird mithilfe des SCSA der Anteil an
High DNA Stainability (HDS) Spermien gemessen. Die HDS Messung detektiert am
ehesten unreife Spermatozoen, deren DNA durch verminderte Chromatinkondensation
weniger kompakt ist und im Rahmen des SCSA fir Akridinorange zuganglicher und somit
verstarkt anfarbbar ist. Grund fur die erhdhte Zuganglichkeit sind ein erhohter Anteil
irregularer Proteine oder verbliebener Histone infolge einer unvollstdndigen Histon-
Protamin-Transition. Zudem farbt Akridinorange Histon-gebundene DNA 2,3-fach starker
als Protamin-gebundene DNA (Evenson und Wixon, 2006; Lewis et al., 2013; Evenson,
2017; Rex, Aagaard und Fedder, 2017). Die Studienlage zu HDS ist im Gegensatz zum DFI
deutlich limitierter, ein festgesetzter Referenzwert existiert bislang nicht. Evenson spricht
von einem HDS-assoziierten Embryo-Versagen bei 20-25 % HDS (Evenson, 2017). Eine
Ubersichtsarbeit beschrieb, dass keine Schwangerschaften erzielt werden konnten, wenn
der HDS-Anteil Uber 35 % lag (Lewis et al., 2013). Erhéhte Raten an HDS korrelieren mit
reduzierten Fertilisierungsraten in vivo sowie unter Anwendung von [Ul oder IVF, nicht
hingegen bei Anwendung von ICSI (Evenson und Wixon, 2006). Eine groRe Studie
berichtete allerdings von einem erhdhten Risiko fur Frihaborte nach ICSI bei > 15 % HDS
(Jerre et al.,, 2019). Zu Veranderungen von HDS bei urogenitalen Infektionen oder
Infektionen im Allgemeinen existieren bisher keine groften Studien. Ein Case Report zeigte
die temporare Erhéhung von HDS sowie DFI nach Bestehen eines zweitagigen Fiebers bei
einem bislang fertilen Probanden (Sergerie et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit prasentierte sich in Bezug auf den Anteil an HDS-Spermien kein
signifikanter Unterschied zwischen CP/CPPS Patienten und Kontrollgruppe. Die medianen
Werte befanden sich mit 13,7 % bei Patienten und 13,3 % in eher moderaten Bereichen.
Auch die Spannweite prasentierte sich bei Patienten und Kontrollen ahnlich, wobei in

beiden Gruppen hohe Anteile an HDS-Spermien von bis zu 27 % bzw. 30 % vorkamen.
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Der HDS-Anteil korrelierte signifikant negativ mit der Spermienkonzentration und
Gesamtspermienzahl sowie normaler Morphologie. Dies entspricht Untersuchungen von
Virro et al., wobei hier Untergruppen mit > 15 % HDS und < 15 % HDS gebildet wurden. In
Bezug auf die konventionellen Spermienparameter waren in der Gruppe mit > 15 % HDS
die Gesamtspermienzahl, Motilitdt und Morphologie signifikant vermindert (Virro, Larson-
Cook und Evenson, 2004). Gleichzeitig bestand in der vorliegenden Arbeit eine signifikante,
positive Korrelation mit Peroxidase-positiven Leukozyten und Kopfdefekten. Letzteres
sowie die Assoziation mit verminderter normaler Morphologie stehen im Einklang damit,
dass es sich bei HDS-Spermien um unreife Spermatozoen mit einer runderen Kopfform
handelt (Evenson, 2016). Im Hinblick auf mittels Basis-Spermiogramm erfasste, unreife
Spermatogenesezellen, welche bei CP/CPPS Patienten signifikant erhdht waren, konnte
keine Assoziation zu HDS festgestellt werden. Dies deutet am ehesten auf das Erfassen
zweier unterschiedlicher Gruppen unreifer Spermatozoen durch beide Methoden hin. Auch
HDS- und DFI-Spermien stellen zwei unabhangige Subpopulationen dar (Krause et al.,
2011), was in Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit steht, da hier keine signifikante
Korrelation der Parameter vorlag.

HDS wurden ebenfalls im Hinblick auf das Vorliegen keines, eines oder mehrerer
Entziindungsparameter bei CP/CPPS Patienten im Sinne von Leukozyten im Exprimaturin,
erhohten Peroxidase-positiven Leukozyten und/oder erhohter Granulozyten-Elastase
untersucht. Hier zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen, was
am ehesten verdeutlicht, dass Entzlindungsaktivitat den Anteil dieser Subpopulation nicht

mafgeblich beeinflusst.

Aufgrund der heterogenen Verteilung scheint die Aussagekraft von HDS bei CP/CPPS im
Hinblick auf die Fertilitdt, nicht zuletzt aufgrund der aktuell noch stark eingeschrankten
Studienlage und unklarem diagnostischen Wert des Parameters begrenzt und eher
deskriptiv zu sein. Die Ergebnisse kdnnen Hinweise darauf geben, dass bei CP/CPPS in
Spermien keine gravierend beeintrachtigte Chromatinkondensation vorliegt, und keine
krankheitsspezifisch vermehrten, unreifen Spermatogenesezellen mit verbliebenen
Histonen vorkommen. An dieser Stelle sind weitere Studien zur Bedeutung des Parameters

und seiner klinischen Konsequenz erforderlich.

4.5 Auswirkungen von CP/CPPS auf die Protamin 1/2 mRNA Ratio

Nachdem in den vergangenen Jahren vermehrt nach Ursachen mannlicher Infertilitat
gesucht wurde, welche sich nicht im Basis-Spermiogramm abbilden, wurde ein
Missverhaltnis der Spermienproteine Protamin 1 und Protamin 2 als mdégliche Ursache
verminderter Spermienqualitat identifiziert (Ni et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit wurde

daher untersucht, ob es auch im Rahmen von CP/CPPS zu Veranderungen dieser
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Spermienproteine im Sinne eines veranderten Protamin 1/ Protamin 2 Verhaltnisses
kommt. Eine etablierte Methode, um dies zu erfassen, stellt die Bestimmung der P1/P2
mRNA Ratio mittels RT-qPCR dar. Protamin-kodierende Gene werden in runden
Spermatiden exprimiert und die Transkripte gespeichert. Die Translation erfolgt zeitlich
verzdgert in elongierenden Spermatiden. Infolge kommt es zur globalen Terminierung der
Transkription, sodass die Bestimmung der P1/P2 mRNA Ratio auch im Hinblick auf
Proteinlevel zuldssig erscheint und ihre Bestimmung aus dem Gesamt-Ejakulatpellet
moglich ist (Rogenhofer et al., 2013; Steger et al.; Steger und Balhorn, 2018).

In der Literatur wird eine Ratio von 0,8 bis 1,2 als normwertig beschrieben und wurde daher
hier als Referenzbereich verwendet (Steger et al., 2008).

Die mediane P1/P2 mRNA Ratio sowohl der Patienten- als auch der Kontrollgruppe lag mit
1,08 und 0,95 innerhalb des obengenannten Bereiches normaler Fertilitat. Im Vergleich der
Gruppen kam es hier zu keinem signifikanten Unterschied und somit zu keiner bedeutenden
Abweichung in eine bestimmte Richtung. Hier bleibt jedoch zu erwahnen, dass aufgrund
moglicher Abweichungen in beide Richtungen der Median nicht zwangslaufig den
entscheidenden Parameter darstellt. Bei Untersuchung der Untergruppen eingeteilt in
P1/P2 mRNA Ratio >1,2, 0,8-1,2 sowie < 0,8 wurde jedoch deutlich, dass mit 21,95 % nur
ein sehr geringer Anteil an Patienten Werte im normalen Fertilitatsbereich aufwies. Die
restlichen 78,05 % befanden sich auf3erhalb des obengenannten Bereiches und wiesen
entsprechend ein Missverhaltni® der Proteine auf. Im Vergleich lag die Mehrheit der
Kontrollgruppe innerhalb der normalen Range, wobei sich hier lediglich bei 36,36 %
Abweichungen im Bereich von >1,2 oder <0,8 zeigten. Dies deutet darauf hin, dass bei
CP/CPPS Patienten eine fehlerhafte Protamination vorliegt. In friiheren Studien wurde die
Assoziation einer aberranten - bei Ni et al. explizit erhdhten - Protamin-Ratio mit mannlicher
Infertilitat, reduzierten Schwangerschaftsraten sowie einer eingeschrankten Embryoqualitat
deutlich. Zudem wurde die Protamin-Ratio auch zu einem Marker fur das
Fertilisierungpotenzial eines Mannes bei assistierter Reproduktion erklart (Ni et al., 2016;
Rogenhofer et al., 2013; Rogenhofer et al., 2017; Simon et al., 2011). Die Ergebnisse dieser
Arbeit geben daher Hinweise auf eine mogliche Beeinflussung der Fertilitat von CP/CPPS
Patienten durch aberrante Protamin-Ratios.

In Zusammenschau mit anderen Arbeiten ist die Studienlage zu P1/P2 mRNA Ratio und
urogenitalen Pathologien limitiert. Ni et al. konnten beispielsweise eine signifikante
Erhdhung der P1/P2 mRNA Ratio bei Vorliegen einer Varikozele zeigen (Ni et al., 2014).
Eine weitere Arbeit beschrieb eine signifikant erhdhte Rate an aberranten Protamin-Ratios
bei bakterieller Infektion (Zeyad, Hamad und Hammadeh, 2018). Wie in der letztgenannten
Studie kam es auch in der vorliegenden Arbeit zu Abweichungen der Ratio in beide

Richtungen.
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Einer erhdhten P1/P2 Ratio kann entweder eine P2-Unterexpression oder P1-
Uberexpression zugrunde liegen, einer erniedrigten Ratio entsprechend eine P2-
Uberexpression oder P1-Unterexpression (Zeyad, Hamad und Hammadeh, 2018). Bei
subfertilen Patienten liegt hierbei am ehesten eine P2-Deregulation vor, da das P2-Gen
phylogenetisch junger ist als das P1-Gen, eine hohe Variabilitdt bei Sdugetieren aufweist
und die Expression regulierenden Mechanismen inkonsistenter sind (Ni et al., 2016).

Eine Schwache der in dieser Arbeit verwendeten Methode der RT-qPCR zur P1/P2 mRNA
Bestimmung liegt darin begriindet, dass nicht erfasst werden kann, ob eine P1 oder P2
Deregulation vorliegt. Am ehesten ist aus ebengenannten Griinden auch hier von einer P2-
Deregulation auszugehen. Zum Beweis dessen sind weiterfuhrende Untersuchungen
notwendig. Die Hauptaufgaben der Protamine schlieRen die Kompaktierung des
Chromatins und somit den Schutz des paternalen Genoms mit ein (Simon et al., 2011).
Gelingt diese Kompaktierung nicht vollstandig, bleibt die DNA anfalliger gegeniber
schadlichen Einflissen, und es kann zu DNA-Schaden kommen. In friiheren Studien wurde
infolgedessen von einer Assoziation von aberranten Protamin-Ratios mit DNA-Schaden in
Spermien in Form von DNA-Fragmentierung berichtet (Ni et al., 2016; Simon et al., 2011).
In der vorliegenden Arbeit korrelierte die Protamin 1/2 mRNA Ratio bei Patienten unter
anderem signifikant negativ mit dem DFI. Im Gegensatz hierzu fand sich in Arbeiten von Ni
et al. sowie Amor et al. eine positive Korrelation (Amor et al., 2019; Ni et al., 2014). Die
Diskrepanz dieser Ergebnisse lasst sich am ehesten auf unterschiedliche Messmethoden
beider Parameter oder die unterschiedlichen zugrunde liegenden Pathologien der Arbeiten
zuruckfuhren.

Evaluiert wurde zudem wiederum die Abhangigkeit der P1/P2 mRNA Ratio vom Vorliegen
keines, eines oder mehrerer Entzindungsparameter im Sinne von Leukozyten im
Exprimaturin, erhéhten Peroxidase-positiven Leukozyten oder erhdhter Granulozyten-
Elastase. Bei gleichzeitigem Vorliegen von uber 2 Parametern zeigte sich eine oberhalb
des Normbereiches liegende mediane P1/P2 mRNA Ratio von 1,3, die Unterschiede zu
beiden anderen Gruppen waren jedoch nicht signifikant. Es kann daher am ehesten davon
ausgegangen werden, dass die Protamin-Ratio bei CP/CPPS Patienten einen durch

Entzliindungsaktivitat nicht maRgeblich beeinflussten Parameter darstellt.

Insgesamt wies ein Grofteil der CP/CPPS Patienten P1/P2 Ratios auRerhalb des normalen
Bereiches auf. Dies liefert erstmals Hinweise daflr, dass es bei dieser Erkrankung auch auf
Ebene der Protamine beziehungsweise Spermienproteine im Allgemeinen zu
Veranderungen kommen kann, und hierdurch die Fertilitdt potentiell negativ beeinflusst
wird. Pathogenetisch sind weitere Untersuchungen, so beispielsweise zur Rolle der

Epigenetik und der Histon-Protamin-Transition, von Interesse. Zusammenfassend stellt die
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Evaluation der Protamin-Ratio bei CP/CPPS Patienten eine Mdaglichkeit dar, bei
entsprechenden Fragestellungen im Rahmen von unerfilitem Kinderwunsch
weiterfuhrende Informationen Uber den Fertilitatsstatus des Mannes zu liefern, um

diagnostische und therapeutische MaRnahmen einzuleiten.

4.6 Klinische Aspekte

Im Hinblick auf Korrelationen mit der klinischen Symptomatik von Patienten konnte anhand
der UPOINTS-Phéanotypisierung keine bestimmte Domane, Doméanen-Anzahl oder -
Kombination ausgemacht werden, welche mit signifikanten Veranderungen des Basis-
Spermiogramms, biochemischer Ejakulatparameter, Entziindungsparameter, DFI, HDS
oder Protamin-Ratio assoziiert ist. Dies liefert Hinweise darauf, dass nicht automatisch bei
besonders ausgepragter, vielschichtiger oder einer bestimmten Symptomatik auf eine
Verschlechterung der verschiedenen Spermien- und Ejakulatparameter geschlossen
werden kann. Auch bei Patienten mit milder Symptomatik kénnen somit potentiell
fertilitatseinschrankende Veranderungen vorliegen, wahrend Patienten mit starker

Symptomatik regelrechte Parameter aufweisen kénnen.

4.7 Auswirkungen von CP/CPPS auf Spermienqualitdt und Spermien-DNA-
Integritat und Ausblicke

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass im Vergleich zu gesunden
Kontrollen eine Vielzahl von Spermiogrammparametern sowie Parametern, welche
Aussagen Uber die Spermien-DNA-Integritat liefern kdnnen, bei CP/CPPS Patienten
signifikant verandert sind. Bei den meisten Parametern lagen diese Veranderungen
innerhalb des Normbereiches, dennoch wurden bei individuellen Patienten teils massive
Verschlechterungen diverser Spermienparameter deutlich. Die Einbeziehung von
zusatzlichen Untersuchungen zu Spermien-DNA-Schaden und -Proteinverdnderungen
liefert erste Hinweise darauf, dass es bei der Erkrankung auch auf dieser Ebene zu
potentiell fertilitatsbeeinflussenden Veranderungen kommen kann.

Eine routinemafliige Untersuchung der zuletzt genannten Parameter bei allen CP/CPPS
Patienten kann aufgrund der Heterogenitat der Patientengruppe zum aktuellen Zeitpunkt
nicht empfohlen werden. Vielmehr kénnen CP/CPPS Patienten mit unerfullitem
Kinderwunsch uber einen mdglichen Zusammenhang mit der Erkrankung aufgeklart
werden, auch unabhangig von Symptomschwere oder -auspragung. Die Evaluation von
DNA-Fragmentierung und Protamin 1/ Protamin 2 mRNA Ratio kann dann zuséatzliche
wertvolle Information liefern, und in Zusammenschau mit der Routine-Diagnostik

gegebenenfalls therapeutische MalRnahmen eingeleitet werden.
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In Zukunft ware eine longitudinale Evaluation der Spermienqualitat im zeitlichen Verlauf
einer Therapie lohnenswert. Da bei CP/CPPS erhohter oxidativer Stress festgestellt wurde,
stellt sich aulerdem die Frage nach der Wirksamkeit einer antioxidativen und/oder
antiinflammatorischen Therapie zur Verbesserung der Spermienqualitat. Wie oben erwahnt
ware es zudem hilfreich, dezidiert Patientensubgruppen identifizieren zu kénnen, welche
sich mit einer in besonders hohem Male eingeschrankten Spermienqualitat prasentieren.

Letztendlich spiegelt sich die Heterogenitat der Atiologie und Préasentation der Erkrankung
auch in den Ergebnissen dieser Arbeit wider. Insgesamt scheint ein ebenso individuelles
und symptomstratifiziertes Vorgehen analog der Therapiestrategien bei CP/CPPS auch in

Bezug auf fertilitdtsassoziierte Fragestellungen sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Das chronische Beckenschmerzsyndrom (NIH Ill, CP/CPPS) stellt eine haufige Erkrankung
des Mannes mit unguinstigem Einfluss auf die Lebensqualitat dar, ist Grund fuir eine Vielzahl
von Behandlungsanlassen bei Urologen und kann Manner aller Altersgruppen betreffen.
Bei bislang unzureichend geklarter Atiologie beschrieben friilhere Studien mégliche
Einflusse der Erkrankung auf die Fertilitdt. In dieser Arbeit wurden daher 41 CP/CPPS
Patienten mit 22 Kontrollpersonen im Hinblick auf fertilitatsrelevante Parameter verglichen.
Hierzu wurden die Parameter des Basis-Spermiogramms, biochemische Ejakulatparameter
und Entzindungsparameter im Ejakulat analysiert. Nachdem konventionellen
Spermienparametern alleine zwar eine wichtige, aber dennoch eingeschrankte
Aussagekraft zukommt, konnte in den letzten Jahren vermehrt gezeigt werden, dass auch
Parameter wie die Spermien-DNA-Integritdt und/oder Proteinveranderungen eine
grundlegende Rolle hinsichtlich Fertilitat, natlrlicher Schwangerschaftsraten sowie
Schwangerschaftsraten  nach  assistierter =~ Reproduktion,  Fehlgeburten  und
Embryoentwicklung spielen kdnnen. Um die Bedeutung dieser Parameter bei CP/CPPS zu
evaluieren, wurden in dieser Arbeit erstmals Spermien-DNA-Fragmentierung und High DNA
Stainability-Zellen mithilfe des Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) sowie die
Protamin 1/Protamin 2 mRNA Ratio in Spermien mittels RT-gPCR in Patientenproben
bestimmt. Weiterhin wurden mdgliche Zusammenhange der Parameter untersucht. Es
fanden sich signifikante Unterschiede der untersuchten Gruppen im Hinblick auf
konventionelle Spermienparameter. CP/CPPS Patienten wiesen ein geringeres
Ejakulatvolumen, einen niedrigeren pH-Wert, eine verminderte Spermienmotilitat, weniger
Spermien mit normaler Morphologie und weniger vitale Spermien als die Kontrollgruppe
auf, wobei die medianen Werte der Patientengruppe dennoch meist normwertig waren.
Zudem zeigten sich bei Patienten signifikant vermehrte unreife Spermatogenesezellen und
Peroxidase-positive Leukozyten sowie eine Erhohung von Interleukin-8 im Ejakulat. Bei der
Untersuchung von DNA-Fragmentierung wies die Patientengruppe einen signifikant
erhdhten Anteil an Spermien mit DNA-Fragmentierung auf, und es bestanden signifikante
Korrelationen mit weiteren Spermiogrammparametern. Hinsichtlich der P1/P2 mRNA Ratio
war kein Unterschied der medianen Ratio erkennbar, doch wies bei Patienten ein deutlich
héherer Anteil abnormale Ratios auflerhalb des normalen Fertilitdtsbereiches auf.
Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass durch CP/CPPS
negative Einflisse auf die Spermienqualitat moéglich sind. Es wurde erstmals deutlich, dass
es vermehrt zu DNA-Schaden in Spermien und Veranderungen der Spermien-Protein-
Verhaltnisse kommen kann, wobei insgesamt erhdhtem oxidativen Stress eine bedeutende

Rolle zuzukommen scheint. Zur Klarung letzteren pathogenetischen Zusammenhanges,

81



Summary English

der Identifizierung von besonders betroffenen Patientengruppen sowie madglichen

Auswirkungen einer Therapie sind weitere Studien erforderlich.

6 Summary English

Chronic Prostatitis/Chronic Pelvic Pain Syndrome (NIH 1ll CP/CPPS) is a highly prevalent
disease, affecting men of every age and accounting for a considerable number of
consultations at urology departments. While the etiology of this disease remains still mostly
unknown, previous studies suggested a negative impact of CP/CPPS on fertility. In this
study we therefore aimed to further characterize the fertility status in these patients. For this
purpose, we analyzed routine semen parameters, biochemical and inflammatory markers
in ejaculate within 41 CP/CPPS patients compared to 22 healthy volunteers. Recently,
increasing focus has been attributed to additional aspects and parameters such as sperm
DNA-integrity and sperm protein alterations besides the WHO standard semen analysis
when assessing male fertility. We therefore aimed to evaluate sperm DNA fragmentation
and high DNA Stainability Cells by Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) and the
protamine 1 to protamine 2 mRNA ratio by RT-qPCR, as it has been shown that these
parameters can have significant unfavourable effects on fertility, natural pregnancy rates as
well as pregnancy rates after assisted reproduction, miscarriages and early embryo
development. Furthermore, we analyzed possible associations between these parameters.
We found significant differences in patients concerning ejaculate parameters, such as
decreased volume, pH, sperm motility, normal morphology and sperm vitality compared to
controls. Patients exhibited larger amounts of immature germ cells, peroxidase-positive
leukocytes and higher levels of interleukin-8. When analyzing sperm DNA-fragmentation
we found a significant increase among CP/CPPS patients with an association to other
sperm parameters. Even though the median protamine mRNA ratio did not differ between
the groups, the majority of CP/CPPS patients exhibited ratios out of the range of normal
fertility. Taken together, the results of this study underline that CP/CPPS can have an
unfavourable impact on fertility. The data reveal for the first time, that patients show
increased sperm DNA damage and changes in sperm protamine levels. As oxidative stress
seems to play a major role in the pathogenesis, further research is needed to clarify this
association. Further studies are also needed to identify patient subgroups affected by
detrimental impairments in particular as well as possible effects of therapeutical approaches

on fertility.
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7  Abkiirzungsverzeichnis
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Abb. Abbildung
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ART Assisted Reproductive Technologies
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cDNA complementary DNA

CP/CPPS Chronische Prostatitis/Chronisches Beckenschmerzsyndrom
ddH20 double-distilled Water
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DNA Deoxyribonucleic acid
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