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Einleitung 3

1. Einleitung

Der Hollander van Leeuwenhoek hat 1677 das im Ejakulat Gefundene als Animalcula,
Tierchen, bezeichnet. Dal3 die Spermatozoen damals als etwas lebendes (Tierchen) angesehen
wurden, dirfte der Eigenschaft der Beweglichkeit zuzuschreiben sein, die die offensichtlichste
Eigenschaft von Spermatozoen ist. Auch heute ist die Motilitét ein Parameter, dem grof3e
Beachtung geschenkt wird. Dies wird durch die Tatsache bezeugt, dal3 es auch zum jetzigen
Zeitpunkt viele Arbeitsgruppen gibt, die sich mit der Motilitdt von Spermatozoen befassen
(Lindemann, 1996; Stoltenberg et a., 1997b; Sorensen et al., 1999b; Henkel et al., 1999). Die
Motilitdt der Spermatozen ist fur die Befruchtung von entscheidender Bedeutung. Ohne sie
kann der Transport des méannlichen Erbguts zur Eizelle der Frau sowie die Penetration der
Eizelle nicht stattfinden.

Die Erzeugung der Motilitét ist ein komplexes Zusammenspiel von verschiedenen Strukturen
im Spermatozoenflagellum (Lindemann, 1996). Defekte oder Verdnderungen dieser Strukturen
konnen das Bewegungsmuster der Spermatozoen beeinflussen oder zum géanzlichen Verlust der
Motilitdt fUhren (Ryder, 1990; Haidl & Becker, 1991). Um die Erzeugung der
Spermatozoenmotilitét besser zu verstehen, dadurch einen tieferen Einblick in physiologische
und pathophysiologische Prozesse zu gewinnen und diese nach Madoglichkeit fur neue
therapeutische  Ansdize nutzen zu konnen, befalt sich diese Arbeit mit

Beeinflussungsmdglichkeiten der Motilitdt von humanen Spermatozoen.

1.1. Die Spermatogenese

Ein Hoden des Menschen besteht aus ca. 500 Samenkanélchen (Tubuli seminiferi) mit den sie
umgebenden peripheren tubuléren Zellen und einem interstitiellen Kompartiment, das aus den
Leydigzellen, Makrophagen, Bindegewebszellen, Blutgeféden, Nerven und Lymphréaumen
besteht. Die Spermatogenese findet in den Tubuli seminiferi statt. Das Keimepithel der Tubuli
seminiferi besteht zum einen aus den Stammzellen, die den Reservepool fur die Bildung von
Spermatozoen bilden, den daraus hervorgehenden Keimzellen in den verschiedenen
Entwicklungsstufen und zum Anderen aus den Sertoli-Zellen, die neben ihrer Aufgabe als

Stitzgertst auch noch nutritive und koordinative Funktionen bei der Spermatogenese besitzen.
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Durch Follikel-Stimulierendes-Hormon (FSH) aus der Hypophyse angeregt, vollziehen die
Spermatogonien mitotische Teilungen. Die einen der aus der Teilung hervorgegangenen Zellen
differenzieren sich nicht und steht so weiterhin als Reservepool zur Verfigung. Die anderen
Zellen vollziehen als primére Spermatozyten die erste meiotische Reifeteilung und werden
dadurch zu sekundéren Spermatozyten. Diese vollziehen die zweite meiotische Tellung und
werden zu haploiden Spermatiden. Die Spermatiden teilen sich nicht weiter, sondern
differenzieren sich durch komplizierte Strukturveranderungen (Spermiogenese) zu reifen
Spermatiden, die schlief3lich den Verband des Keimepithels verlassen (Spermiation). Die Dauer
von Beginn der Spermatogenese bis zum Ende Spermiation betrégt etwa 74 Tage, pro Tag
werden so 10”-10° Spermatozoen gebildet (Fritsch, 1998).

1.2. Die Reifung im Nebenhoden

Der 74 Tage dauernden Spermatogenese schliefdt sich ein 12-14 t&giger Reifungsprozefd im
Nebenhoden an. Makroskopisch unterteilt man den Nebenhoden in Nebenhodenkopf
(Caput Epididymis), Nebenhodenkdrper (Corpus Epididymis), und Nebenhodenschwanz
(Cauda Epididymis). Mikroskopisch enthélt der Nebenhodenkopf 8-12 Ductuli efferentes, die
auf der einen Seite Uber das Rete Testis mit den Tubuli seminiferi des Hoden in Verbindung
stehen. Auf der anderen Seite gehen die Ductuli efferentes in den 3-6m langen Ductus
epididymis Uber, der den Haupttel des Nebenhodenkdrpers ausmacht und im
Nebenhodenschwanz in den Ductus deferens tbergeht. Das Lumen dieses Gangsystems ist mit
Epithelzellen ausgekleidet, die auf der einen Seite in der Lage sind eine Reihe spezifischer
Substanzen wie z.B. L-Carnitin, Glycerophosphorocholin, o-Glucosidase und Myoinosit zu
sezernieren, auf der anderen Seite aber auch resorbierende Funktionen fur z.B. tote
Spermatozoen oder testikulare Flissigkeit besitzen. Wahrend der Nebenhodenpassage erfahren
die Spermatozoen eine biochemische und biophysiologische Verdnderung, die man als
“Reifung” bezeichnet (Fritsch, Trenkwalder & Schill, 1985). Sowohl das Nebenhodenepithel,
als auch die Nebenhodenfliissigkeit spielen hierbel eine Rolle (Glover et al., 1974; Cooper &
Orgebin-Crist, 1975). Testikulare Spermatozoen sind nicht motil und kénnen noch keine
Eizelle befruchten. Die Spermatozoen erfahren im Nebenhoden eine Veranderung des
Energiemetabolismus, der Lektinrezeptoren, des Phospholipid- und Proteingehaltes,

Membranstrukturen verfestigen sich und neue Rezeptoren bilden sich aus (Fritsch, 1998). In
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die Membran der Spermatozoen werden Glycoproteine, Carnitin und Steroide eingelagert, die
zu einer Zunahme der negativen Oberflachenladung fuhren (Lavon et al., 1971; Hammerstedt
et a., 1979; Nicolson & Yanagimachi, 1979; Jones et a., 1980). Im Bereich des
Nebenhodenschwanzes werden Spermatozoen fir die Ejakulation bereitgehalten, die dort, falls
es zu keiner Ejakulation kommt, auch wieder resorbiert oder in den Urin abgegeben werden
konnen werden kénnen (Fritsch, 1998). Erst diese Modifikationen im Nebenhoden ermdglichen
die Motilitét, insbesondere die Progressivmotilitét (Chevrier & Dacheux, 1988) und damit die
Erlangung der Befruchtungsféhigkeit der Spermatozoen (Mann & Lutwak-Mann, 1981,
Haidl et a., 1993; Haidl et al., 1994).

1.3. Das Ejakulat

Das Ejakulat besteht aus Spermatozoen und den Sekreten der akzessorischen Driisen, welche
sich erst bei der Ejakulation miteinander vermengen. Das Sekret der Blaschendriisen, das ca
60% des Ejakulates ausmacht, ist alkalisch und enthdlt Substanzen wie z.B. Fruktose,
Prostaglandine, Trypsininhibitoren und Lactoferrin. Das Sekret der Prostata enthét z.B. saure
Phosphatase, Spermin, Spermidin, Proteasen, hat einen pH - Wert von ca. 6,4 und macht
ungefdhr 30% des Ejakulates aus. Unter Androgeneinfluld kommt es zu einer Erhéhung von
Zink, Magnesium, Zitrat und antibakteriell wirksamen Substanzen im Prostatasekret (Fritsch
1998). Die Cowper-Driisen dienen der Antikoagulation, die Littré-Drisen reinigen die Urethra,
gemeinsam sorgen sie vor der Ejakulation fur die Lubrikation der Urethra.

Das Ejakulat ohne Spermatozoen bezeichnet man als Seminaplasma. Es dient als
Transportmedium der Spermatozoen und hat wichtige nutritive Funktionen (Nieschlag, 1996).
AuRerdem schiitzt es diese vor exogenen Einfliissen, wie zum Beispiel vor Oxidation. Hierbei
spielt Zink, durch Hemmung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, eine wichtige
Rolle (Gavella et al., 1998). Neben diesen und weiteren Funktionen ist die Wirkung des
Seminalplasmas jedoch noch nicht bis ins Letzte geklért.
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1.4. Aufbau der Spermatozoen

Das Spermatozoon ist die am stérksten polarisierte Zelle im Korper und gliedert sich in einen
Kopf und einen Schwanz. Der Kopf hat eine léangsovale Form, ist ca. 3-5 pum breit und erfillt
neben der Funktion als Tréager des Erbguts wichtige Aufgaben u.a. bel der Bindung an die
Eizelle sowie bei der Penetration der Eizelle (Hoshi et a., 1994). Fir diese Funktionen besitzt
er eine Akrosomenkappe, die etwa zwei Drittel des Kopfes tiberzient und neben anderen das
Enzym Akrosin enthdlt (Yuan et al., 1995), welches zumindest beim Menschen fir die
Penetration der Zona pellucida verantwortlich gemacht wird (Tesarik et al., 1987,
Hedrick et al., 1988; Henkel et a., 1995).

Der Spermatozoenschwanz, das Flagellum, hat eine Lange von ca. 60 pum und ist damit
ungefdhr 10 mal langer als der Kopf (Cummins & Woodall, 1985). Das Flagellum gliedert sich
in das dem Kopf folgende Halsstiick (1um), das sich anschlief3ende Mittelstiick (3-5 um), das
Hauptstiick (44-55um), und das Endstiick (6-10pum). Im Bereich des Mittelstiicks befinden
sich die fur die aerobe Energiegewinnung notwendigen Mitochondrien in einer helicalen
Anordnung. Im Bereich des Hauptstiickes besteht die Umhillung nicht nur aus der Membran,
sondern zusétzlich aus der sogenannten fibrosen Hille. Diese schlief3t sich im Hauptstiick an
die mitochondriale Hille an und besteht aus zwel léngsverlaufenden Saulen, die durch
Querrippen verbunden sind (Eddy, 1988). Im sich anschlief3enden Endstiick ist diese Struktur
nicht mehr vorhanden. Das Flagellum steht Uber die Basalplatte mit dem Kopf in Verbindung
und setzt sich aus einem zentralem Axonem und neun &auf3eren elastischen Langsfasern
zusammen. Das Axonem besteht aus zwel zentralen Tubuli und neun peripheren Doppeltubuli.
Aufgrund dieser Anordnung spricht man von einer “9+2 Struktur”. Die peripheren
Doppeltubuli sind mit den zentralen Tubuli durch Radialspeichen und untereinander mittels
Nexin verbunden. Jedes Doppeltubuli Paar besitzt aul3erdem zwei Dyneinarme, ein auf3eres und
ein inneres, die mit ihrer ATP ase den Ort der Bewegungsgenerierung darstellen. Abbildung 1
zeigt den schematischen Aufbau eines Spermatozoon. Die das Axonem umgebenden Fasern,
die Mantelfasern, sind Strukturen, die die peripheren Doppeltubuli in ihrem Verlauf nach
kaudal bis auf ca. zwe Drittel der Fagellumlange begleiten (Serres et al., 1983;
Cummins et Woodall, 1985). Deshalb wird hier bel Saugerspermatozoen von einer
“9+9+2-Anordnung” gesprochen. Den Mantelfasern wird eine passiv elastische Funktion bel
der Generierung der Spermatozoenmotilitét zugeschrieben (Haidl et a., 1991a;
Henkel et a., 1992; Stalf et al., 1993; Lindemann, 1996; Henkel et al., 2001).
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Abbildung 1: Schematische Aufbau eines Spermatozoon (aus Fawcett, 1975).
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Eine weitere wichtige Aufgabe der Mantelfasern ist die Protektion der Spermatozoen vor
Scherkraften, die bei der Ejakulation entstehen. Ohne diesen Schutz wirden sich diese
Scherkréfte letal auf die Spermatozoen auswirken (Baltz et al., 1990).

1.5. Die Motilitdt der Spermatozoen

Als Voraussetzung fur die Generierung einer reguléaren Motilitét ist ein morphologisch intaktes
Spermatozoon, insbesondere ein intaktes Fagellum, welches fir die aktive
Bewegungsgenerierung verantwortlich ist, unverzichtbar. Die aktive Erzeugung des
Flagellenschlages erfolgt durch die Aktivierung der &ufReren und inneren Dyneinarme im
Axonem. Durch die Aktivierung der ATPase der Dyneinarme auf einer Langsseite des
Axonems kommt es zu einer Gleitbewegung der Mikrotubuli-Dubletten, die sich in einer
Biegung des Flagellums umsetzt. Werden die Dyneinarme der anderen Seite des Axonems
aktiviert, so kommt es zu einer Biegung in die entgegengesetzte Richtung. Diese
Gleitbewegungen der Mikrotubuli flhrt zu den oszillierenden Bewegungen des Flagellums,
wobei die vollstéandige Klarung dieses Mechanismus noch aussteht (Nieschlag, 1996). Fur die
Gleitbewegung der Mikrotubuli-Dupletten wird Energie benttigt. Diese wird durch Spaltung
von Adenosin-tri-phosphat (ATP) zu Adenosin-di-phosphat (ADP) + Phosphat (P) durch die
ATP ase der Dyneinarme gewonnen. Ein ausreichendes Reservoir an ATP ist notwendig, um
die Beweglichkeit der Spermatozoen zu sichern. Das benttigte ATP erzeugt das
Spermatozoon hauptsachlich aerob mittels der Atmungskette seiner Mitochondrien, die im
Mittelstiick des Fagellums lokalisert sind. Zwar ist auch durch eine rein anaerobe
Energiegewinnung eine Generierung von Matilitdt mdglich, doch wird fur die Ausbildung der
Progressvmotilitdt der Spermatozoen das ATP der Mitochondrien  benéGtigt
(Zamboni et al., 1992; Folgero et al., 1993).

An die Motilitét von Spermatozoen wird unterschiedliche Anspriiche gestellt. Dies ul3ert sich
in einer Anderung des Bewegungsmusters. Es wechselt von einem progressivmotilen, welches
fur die Passage durch den weiblichen Genitatrakt bis zur Eizelle notwendig ist, zu einem
hyperaktiven Bewegungsmuster, was fur die Penetration der Zona pellucida erforderlich ist
(Burkmann, 1991). Das progressivmotile Bewegungsmuster zeichnet sich durch eine niedrige
Amplitude des Flagellenschlages und eine hohe Schlagfrequenz aus (Bedford et al., 1973). Das
hyperaktive Bewegungsmuster weist eine hohe Amplitude des Flagellumschlages auf und geht

mit einer kraftigen hin und her Bewegung des Spermatozoenkopfes einher (Burkmann, 1990).
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Von entscheidender Bedeutung fir das Bewegungsmuster des Flagellenschlages scheinen die
Mantelfasern zu sein, die eher passiv-elastische als aktive Funktionen bel der Generierung der
Motilitét haben (Haidl et a., 1991a; Henkel et al., 1992; Stalf et a., 1993; Haidl et al., 1993;
Lindemann, 1996; Henkel et al., 2001). Es wurde nachgewiesen, dal3 die Mantelfasern von
Spermatozoen einen hohen Gehalt der Aminosdure Cystein, und damit einen hohen Gehalt an
Sulfhydrylgruppen aufweisen. Diese Sulfhydrylgruppen der Mantelfasern bilden mit Zink einen
Zink-Mercaptid-Komplex, der diese vor der Oxidation zu Disulfidbriicken schitzt
(Calvin & Bleau, 1974; Calvin et al., 1975; Baccetti et a., 1976a,b; Calvin, 1979). Hierdurch
wird die Anzahl der Disulfidbriicken in den Mantelfasern der Flagellen gering halten. Auf diese
Weise kann mal3geblich EinfluR auf die Steifigkeit der Mantelfasern genommen werden
(Calvin et a., 1973; Calvin et al., 1975). Die Ausbildung von Disulfidbriicken fihrt zu einer
Erhohung der Steifigkeit der Mantelfasern. In einem Computermodell, dem “geometric-
clutch”-Modell zeigte Lindemann (1996), dal3 die Mantelfasern bei Sdugetierspermatozoen als
Element der Kraftibertragung zwischen dem Axonem und dem Verbindungsstiick und
schliefdlich dem Kopf des Spermatozoons fungieren. Hierbei sollen sie durch ihre Laxizitét
bzw. Steifigkeit mal3geblichen Einflul auf die Generierung des Bewegungsmusters und die
Kraftentwicklung haben.

1.6. Die Rolle von Zink im mannlichen Geschlechtstrakt

Zink scheint im mannlichen Geschlechtstrakt eine besondere Rolle zu spielen. Das Ejakulat ist
die Korperflissigkeit mit der héchsten Zinkkonzentration. Man kann zwischen dem Zink im
Seminalplasma und dem Zink im Spermatozoon unterscheiden. Hauptséchlich stammt das Zink
im Seminaplasma aus dem Sekret der Prostata (Schirren et al., 1964,
Eliasson & Lindholmer 1971; Janick et a., 1971, Danscher e d., 1978;
Mann & Lutwak-Mann 1981; Kavanagh 1985). Ihm werden verschiedene Funktionen
zugeschrieben. Es soll eine antibakterielle Wirkung besitzen (Fair et a., 1976) und die
Produktion von resktiven Sauerstoffspezies durch Spermatozoen und Lymphozyten
unterdriicken (Gavella et al., 1998). Bezuglich des Einflusses von Zink im Seminalplasma auf
die Motilitdt der Spermatozoen gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Einige
Untersuchungen fanden keinen Zusammenhang (Lindholmer & Eliasson 1972; Papadimas et
al., 1983; Behne et al., 1988; Abou-Shakra 1989 ; Noack-Filler et al., 1993;
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Lewis-Jones et a., 1996; Henkel et al., 1999), andere zeigten eine positive Korrelation
(Janick et a.1971; Stankovic et al. 1976; Carreras & Mendoza, 1990) und wieder andere
fanden eine negative Korrelation (Danscher et al.,, 1978; Homonnai et al., 1978;
Carreras & Mendoza, 1990; Ando et al., 1990 ; Carpino et al., 1998; Sorensen et al., 1999a).
Das Zink der Spermatozoen findet sich zu 93% - 97% im Flagellum (Calvin et al. 1975 ;
Calvin 1979; Henkel et al., 1999). Hier konnte es eine zum einen eine wichtige Rolle als
essentieller Faktor bei einigen Enzymen spielen (Hrudka, 1979 ; Witkin, 1980 ;
Karacagil et al., 1985; Kanwar et a., 1988). Zum anderen konnte die bereits beschriebene
Assoziation zu den Mantelfasern eine wichtige Rolle fir die Generierung des
Bewegungsmusters spielen (Fawcett, 1975; Staf et a., 1993; Haidl et al., 1993;
Henkel et al., 1999; Henkel et a., 2001). Diese Untersuchungen weisen auf eine
ausgesprochen wichtige und differenzierte Rolle von Zink fir die Spermatozoen und
insbesondere fur deren Motilitét hin.

1.7. Zinkzugabe zu Spermatozoen

Um den Zusammenhang zwischen Zink und dem Parameter Motilitdt genauer zu untersuchen,
gibt es zahlreiche Arbeiten, die sich mit der aimentdren Zinkgabe (Gupta et a., 1988;
Hafiez et a., 1990; Eltohamy & Younis, 1991; Bedwal et al., 1994; Martin et al., 1994) oder
der Substitution von Zink zu gewaschenen Spermatozoen (Saito et a., 1967,
Lindholmer et al., 1974b; Stegmayr et al., 1982; Kanwar et a., 1988; Riffo et a., 1992)
beschéftigt haben. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen waren uneinheitlich und haben
tellweise sogar gegensédtzliche Resultate hervorgebracht. Die Beobachtung, dal3 die
Zinksubstitution zu einer Reduktion der Motilitét fuhrt, hatte Untersuchungen zur Folge, die
sich mit dem Entzug von Zink aus Spermatozoen beschéftigt haben. Hierbel kamen auch
Metallchelatoren zum Einsatz. Man unterscheidet hier zwischen Metallchelatoren, die ihre
Wirkung intra- oder extra- zellular entfalten. Die intrazellul&ren Zinkchelatoren scheinen eher
einen hemmenden Einflu® (Danscher & Rebbe 1974; Stoltenberg, 1997b), die extrazelluldren
Zinkchelatoren eher einen fordernden Einflul? auf die Motilitét zu haben (Huacuja et al. 1973;
Sorensen 1999h).
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1.8. Zielsetzung dieser Arbeit

Da die Motilitét der Spermatozoen einen essentiellen Faktor fur die Fertilisation darstellt, sind
Kenntnisse Uber deren Entstehung und Beeinflussungsméglichkeiten von gréftem Interesse.
Neue Erkenntnisse diesbeziiglich konnten ihren Nutzen sowohl bei Paaren mit Kinderwunsch,
als auch in der Empfangnisverhitung finden. Zink scheint fir die Motilitét der Spermatozoen
eine wichtige Rolle zu spielen. Es ist in den Flagellen von Spermatozoen in hoher
Konzentration vorhanden (Calvin et al., 1975; Calvin 1979; Henkel et al., 1999) und schiitzt
die Sulfhydrylgruppen der Mantelfasern durch Bildung von Mercaptidkomplexen vor der
Oxidation zu Disulfidbriicken (Calvin et a., 1973; Cavin et a., 1975). Eine Erh6hung der
Disulfidbrticken in den Mantelfasern erhéht deren Steifigkeit und nimmt somit Einfluf3 auf das
Bewegungsmuster der Spermatozoen. Diese Einflulnahme von Zink wird durch die
Beobachtung gestiitzt, das es wahrend der Reifung der Spermatozoen im Nebenhoden zu einer
Abnahme des Zinkgehaltes und zu einer Zunahme der Disulfidbricken kommt
(Bedford & Calvin 1974, Calvin 1981; Srivastava et al., 1983; Kaminska et al., 1987). Das
Bewegungsmuster der Spermatozoen wird hierbei progressvmotil (Bedford 1973;
Bork et al., 1988; Chevrier & Dacheux 1988; Cornwall & Chang 1990; Haidl et al., 1994). Um
die Funktion dieses Metalls, welches im mannlichen Geschlechtstrakt in  hohen
Konzentrationen vorkommt, und dessen Wirkung auf die Motilitdt der Spermatozoen besser zu
verstehen, beschéftigt sich diese Arbeit sowohl mit der Zinksubstitution, als auch mit dem

Entzug von Zink aus Spermatozoen durch Metallchelatoren.
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2. Material und Methoden

2.1. Ausgangsmaterial und Probengewinnung

Als Untersuchungsmaterial dienten humane Spermatozoen, die von Ejakulaten der
Routinediagnostik des Zentrums fur Dermatologie und Andrologie der Justus-Liebig-
Universitdt in Giel3en sowie von freiwilligen Spendern stammten. Fir die im Folgenden
beschriebenen Versuche wurden insgesamt 83 Ejakulate verwendet. Die Gewinnung der
Ejakulate erfolgte nach einer Karenzzeit von mindestens drel und maximal funf Tagen durch
Masturbation in einen Polypropylen-Becher, der sofort verschlossen wurde. Die so erhatenen

Ejakulate wurden bis zu ihrer Verfliissigung bei 37°C in einem Inkubator gelagert.

2.2. Verwendete Gefdl3e und Gebrauchsgegensténde

Da Zink as Spurenelement ubiquitdr vorhanden ist und sich selbst in Glas in htheren
Konzentrationen  befindet (Swaminathan et a., 1993), muRten GefélRe und
Gebrauchsgegenstande (z.B. Spatel) genutzt werden, die eine moglichst geringe Zink-
Konzentration, bzw. -Kontamination aufwiesen. Fur die spéatere Analyse des Zinkgehaltes der
Proben mufite die Kontamination so gering wie moglich gehalten werden. Deswegen wurden
fur die Ansétze der Substanzen (wie Medien und Ldsungen) und die Aufbewahrung der Proben
ausschliefdlich Materialien aus Plastik verwendet.

2.3. Kulturmedium und Lésung

Bel der Art des bel den verschiedenen Versuchen verwendeten Mediums mufdten je nach
Zielsetzung Kompromisse eingegangen werden. So war es notwendig, bei Versuchen, die die
Motilitét der Spermatozoen Uber einen langeren Zeitraum verfolgten, ein Medium zu wahlen,
welches Vitalitdt und Motilitdt Gber den Beobachtungszeitraum moglichst hoch hielten. Um

dieses zu erreichen, mufdte das Medium ene Vidzahl an Substanzen enthaten, die fur die
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Erhaltung der Vitditét essentiell waren. Das bedeutete aber auch, dal? die Zinkkontamination
des Mediums relativ hoch war. Bel anderen Versuchen in deren Vordergrund die Bestimmung
von Spurenelementen (z.B. Zink) stand, wurden Medien benutzt die mdglichst wenige,
maglichst reine Substanzen enthielten. Dies hatte zur Folge, dal in diesen Medien Vitalitdt und

Motilitét schneller zuriickgingen.

2.3.1 Human-Tubular-Fluid (HTF)-Medium nach Quinn et al. (1985)

Dieses Medium, das auf der lonenzusammensetzung der menschlichen Tubenfllissigkeit basiert,
wurde fur sémtliche Schritte der Spermatozoenaufbereitung verwendet. Auch fir die unter 2.6.
und 2.7. beschriebenen Versuche, bel denen die Spermatozoen Uber einen langeren Zeitraum
beobachtet wurden, fand dieses Medium Verwendung.

Es setzte sich folgendermal3en zusammen:

NaCl: 101,60 mM (pro analys, Merck, Darmstadt, Deutschland); KCI: 4,69 mM (Merck, pro
analys); CaCl, x 2 H,O: 2,04 mM (Merck, pro analys); MgSO, x 7 H,O: 0,20 mM (Merck,
pro analys); KH,PO,: 0,37 mM (Merck, pro analys); Phenolrot: 0.005 g/l (Merck); NaHCO:s:
25,00 mM (Merck, pro analys); Glucose (wasserfrei): 2,78 mM (Merck); Na-Pyruvat:
0,33 mM (Serva, Heidelberg, FRG, reinst); Na-Lactat (60% Syrup): 21,40 mM (Sigma,
Taufkirchen, FRG); Penicillin: 0,060 g/l (Sigma); Streptomycinsulfat: 0,050 g/l (Calbiochem,
Bad Soden, Deutschland); HEPES: 20,00 mM (N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-

ethylsulfonséure, Sigma)

Nach dem Ansetzen des Mediums, wurde dessen Osmolaritét auf 280 mosmol/kg eingestellt
und steril in 250 ml Kulturflaschen filtriert. Vor Arbeitsbeginn wurden 10 mg/ml humanes
Serumalbumin (HSA) (Behring, Marburg, Deutschland) hinzugefiigt. Human-Tubular-Fuid-
Medium mit 10 mg/ml humanem Serumalbumin wird im Weiteren as HTF-HSA Medium
bezeichnet.
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2.3.2. KCI-Losung

Diese LoOsung wurde verwendet, um die Proben fur die Messung mittels
Atomabsorptionsspektrometrie vorzubereiten. Sie setzte sich folgendermal3en zusammen:
Aqua dest. (p.A.; Merck) wurde mit KCI (suprapur; Merck) auf eine Osmolaritét von 280

mosmol/l eingestellt.

2.4. Aufarbeitung der Spermatozoen

2.4.1. Swim-up

Diese Spermatozoenseparationstechnik wurde erstmals von Mahadevan & Baker (1984)
beschrieben. Sie besteht in einem Waschschritt mit anschlief3endem Aufschwimmen motiler
Spermatozoen von dem Pellet in das dartiber befindliche Kulturmedium. Um die Ausbeute an
motilen Spermatozoen zu erhdohen, wurde der Swim-up fraktioniert durchgefihrt. Hierflr
wurde die Probe auf vier Zentrifugenrohrchen (Eppendorf-Cup, 2ml) verteilt, was eine
VergrolRerung der Oberflache von der die Spermatozoen aufschwimmen konnten zur Folge
hatte.

Nachdem sich das Ejakulat verflissigt hatte, wurde es im Verhdltnis 1.5 mit HTF-HSA
Medium verdunnt. Dieses Gemisch wurde auf einem Vortex vermengt und fir 10 Minuten bei
300xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet wurde mit 6 ml HTF-HSA
Medium resuspendiert, auf 4x2 ml Eppendorf-Cup’s verteilt und erneut 10 Minuten bel 300xg
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abermals verworfen und die Pellets mit einem definierten
Volumen HTF-HSA Medium, das fur die verschiedenen Versuche unterschiedlich war,
Uberschichtet. Dieses Volumen richtete sich nach dem Volumen, welches in dem jeweiligen
Versuch bendtigt wurde. Es wurde so gering wie mdglich gehalten, um eine mdglichst hohe
Konzentration an Spermatozoen zu erhalten.

Im Folgenden wird die bei den verschiedenen Versuchen zugegebene Menge an HTF-HSA
aufgelistet:
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B Versuch: "Zugabe von ZnSO, zu humanen Spermatozoen” (2.6.), hier wurden pro
Eppendorf-Cup 400 pul HTF-HSA Medium verwendet.

B Versuch: "Inkubation der Chelatoren Uber 2 Stunden” (2.7.2), hier wurden pro Eppendorf-
Cup 500 pl HTF-HSA Medium verwendet.

W Versuch: ”Inkubation der Chelatoren Uber 6 Stunden” (2.7.3.), hier wurden pro Eppendorf-
Cup 400 pl HTF-HSA Medium verwendet.

Diese Ansitze wurden eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand mit
den motilen Spermatozoen vorsichtig abpipettiert, ohne Telle des Pellets (immotile

Spermatozoen) zu aspirieren.

25. Messung der Motilitétsparameter mit der Computergestiitzten
Motilitdtsanalyse (CASA)

In der hier vorliegenden Arbeit wurde fir die Messung von Motilitétsparametern der
Spermatozoen die CASA genutzt. Verwendet wurde ein Stromberg Mika-Cell Motion
Analyser (SM-CMA) (Stromberg-Mika Cell Motion Analys's, Mika Medical Equipment, Bad
Feilnbach, FRG). Uber ein Mikroskop zeichnete eine Videokamera die Bewegungen der
Spermatozoen auf und wertete die gewonnenen Daten mit Hilfe eines Computers (SM-CMA-
Programm, Version 1989) aus. Dies hatte zum einen den Vorteil der Objektivitét, zum anderen
konnten auf diese Weise Parameter, wie z.B. Geschwindigkeit, ermittelt werden, die
anderweitig nicht erfa3bar gewesen waren. Aus den mit der Kamera aufgezeichneten

Bildsequenzen konnten folgende Parameter ermittelt werden:

1. immotile Spermatozoen
2. Globalmotilitét:
diese wurde Untergliedert in:
B |oka motile Spermatozoen
B Kreidaufer
B nicht linear motile Spermatozoen
B linear motile Spermatozoen (entspricht der Progressivmotilitét Grad A+B nach
WHO-Klassifizierung (WHO, 1992).
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3. Geschwindigkeitsparameter:
VSL (straight-line-velocity): " Progressivgeschwindigkeit” (pm/s)
VCL (curve-line-velocity): ” Spurgeschwindigkeit” (un/s)
VAP (average-path-velocity): ” Pfadgeschwindigkeit” (unvs)

Die Geschwindigkeitsangaben wurden fur die motilen Spermatozoen, Kreislaufer, nicht linear
motile Spermatozoen und linear motile Spermatozoen gemessen. Zur genaueren Erlauterung
dieser Geschwindigkeitsparameter werden sie in Abbildung 2 dargestellt. Mit diesem

Programm konnte auf3erdem die Zelldichte der Spermatozoen in Mio/ml ermitteln werden.

VAP /“CL_ |
= average-path-velocity = oniginal Bahinpunkte

T—ySL
=straight-line-velocity

Abbildung 2:

Darstellung der mit der CASA ermittelten Geschwindigkeitsparameter:

VSL = Geschwindigkeit ermittelt auf einer vom ersten (A) zum letzten (B) Bahnpunkt
gedachten geraden Linie

VCL = Geschwindigkeit ermittelt auf der Vektorenbahn, die aus den Orginal-Bahnpunkten
besteht

VAP = Geschwindigkeit ermittelt auf der gemittelten Bahn aller gemessenen Objekte

Die Grundeinstellungen des Gerétes waren wie in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Die Tabelle zeigt die Parametereinstellungen der CASA.

FRMAX: 32 Anzahl der Bilder der Sequenz

FRMIN: 15 Anzahl der Bilder, die ein Spermium mindestens erkannt sein muf3 um
gezahlt zu werden

Time: 20 Zeit zwischen zwel Videohalbbildern

AREAMIN: 40 Untere Flachengrenze in Pixel, Gber die ein Partikel fallen mufd um in

die Auswertung einzugehen.

AREAMAX: 300

Obere Flachengrenze in Pixel, unter die ein Partikel fallen mul3 um in

die Auswertung einzugehen.

Objects: light Durch das gewdahlte Phasenkontrastmikroskopieverfahren erscheinen
die Objekte heller as der Hintergrund

Class. 3 Klasseneint. der Geschwindigkeit im numerischen Ergebnisin pnvs

IMO: 5 Geschwindigkeitsgrenze fur immotile Objekte in pm/'s

LOC: 20 Geschwindigkeitsgrenze fur lokal bewegliche Objekte in pm/s

DEPHT: 10 Tiefe der Mefl3kammer

COLUMNS: 4 Anzahl der zu bearbeitenden horizontalen Zeilen

PDIST: 30 Kreisradius in Pixel, in dem Teilchen zugeordnet werden

VANISH: 2 Anzahl der Bilder, bei denen ein Spermatozoon weiter beriicksichtigt
wird, falls es bei einer Drehung bedingt durch die flache Form
"untergetaucht” ist

SELDIR: on Zur Zuordnung der Tellbahnen wird durch den entsprechenden
Algorithmus die Richtung einer Bahn als Bahnparameter untersucht

CORRECT: on Eine Videokamera liefert Bilder im interlaced-Betrieb, weshalb
aufeinander folgende Halbbilder in horizontaler Richtung jeweils um
eine Zeile verschoben sind. Dies wird bei der Schwerpunktsermittlung
korrigiert

TUKEYWIN: 4 GrofRe des linearen Tukeyfensters, mit dem die Bahnen gegléttet
werden

TAIL: light Mustererkennung linienhafter Strukturen an den Kopfenden sind heller

als der Hintergrund

CALIBRATION: 400

Eichfaktor fur das verwendete Kamera-Mikroskopobjektiv
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2.5.1. Der Mel3vorgang an dem SM-CMA

Die vorbereiteten Proben wurden zuerst resuspendiert. Anschlief3end wurden jeder Probe 5 pl
entnommen, auf eine auf 37°C temperierte Makler-Counting-Chamber (Israel Electrooptical
Industrie, Rehovot, Isragl) aufgebracht und die Motilitét mittels CASA gemessen. Pro Probe
wurden mindestens drei Messungen in drel unterschiedlichen Blickfeldern vorgenommen. Die
zu analysierenden Blickfelder wurden vorher definiert. Dies sollte die Beeinflussung der
Mef3ergebnisse durch Zuwendung zu Orten grol3erer Spermatozoendichte oder grofRerer
Motilitét moglichst gering halten. Zusétzlich muf3te die Anzahl der registrierten Spermatozoen
je Probe mindestens 100 betragen. Waren dafir mehr als drei Messungen notig, so wurde
darauf geachtet, dal} die Randbezirke der Mef3kammer im gleichen Mal3 wie die inneren

Bezirke zur Messung herangezogen wurden.

2.6. Zugabe von ZnSO, zum Medium

Um den Einflul von Zink auf die Motilitdt von Spermatozoen zu untersuchen, wurden
Spermatozoen mit ZnSO, inkubiert und mit Hilfe der CASA im Hinblick auf ihre
Beweglichkeit analysiert.

2.6.1. Préparation der Spermatozoen

Die Spermatozoen wurden wie in 2.1. beschrieben gewonnen, anschlief3end gewaschen (2.4.1.)
und dann einem fraktionierten Swim-up zugefiihrt (2.4.2.). Insgesamt wurden bei dieser
Untersuchung zehn Ejakulate ausgewertet.

2.6.2. Ansétze und Analyse der M otilitétsparameter

Die aufbereiteten Spermatozoen in HTF-HSA wurden zu je 190 pl auf 21 ein Milliliter
Eppendorf-Cups verteilt, wobel die Probe vor jedem Pipettierschritt auf einem Vortex
resuspendiert wurde, um in den einzelnen Ansdtzen eine moglichst homogene Dichte an
Spermatozoen zu erreichen. Diesen Ansdtzen wurde Zinksulfat (Zinksulfat-Heptahydrat, pro
analysi; Merck), gelost in HTF-HSA, oder als Kontrolle ausschlief3lich HTF-HSA zugesetzt.
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Zu den Zetpunkten (to), (tin), (tzn), (tan) und (ten) wurde jeweils eine Probe mit 1 pmol/l
ZnS0y, 10 pmol/l ZnSO,, 100 umol/l ZnSO, und 1 mmol/l ZnSO,, sowie einen Kontrollansatz
gemessen. Aul3erdem wurde zu Beginn der Messungen einmal ein Kontrollansatz gemessen.
Insgesamt entstanden auf diese Weise fUr jeden Versuch 21 Ansédtze, diese gliederten sich
folgendermallen auf:

e 5 Ansdtze as Kontrollgruppe

e 4 Ansdtze mit 1umol/l ZnSO,

e 4 Ansdtze mit 10pmol/l ZnSO,
e 4 Ansdtze mit 100pmol/l ZnSO,
e 4 Ansdtze mit 1mmol/l ZnSO,

Diese Ansétze wurden zu den oben genannten Zeiten mit Hilfe der CASA analysiert. Zum
Zeitpunkt O wurde en Ansatiz der Kontrollgruppe untersucht, zu den Ubrigen
Untersuchungszeitpunkten wurde ein Kontrollansatz und ein Ansatz von jeder Konzentration
Zinksulfat untersucht. Bis zum Zeitpunkt der Messung wurden die Ansdtze in einem
Wérmeschrank bel 37 °C (Kelvitron®t; Heraeus Instruments) inkubiert. Abbildung 3 zeigt eine

schematische Darstellung des V ersuchsablaufs.
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Ejakulat
Routine/Spender

waschen

Swim-up
fraktioniert

Verteillung

Zinksulfat

5 Ansdtze mit 4 Ansdtze mit 4 Ansdtze mit 4 Ansdtze mit 4 Ansdtze mit
10pmol/l 100umoal/I 1mmol/l ZnSO,
ZnS0O, ZnS0O,

Messung der Motilitét mit der CASA
Zur Zeit: t=0 h - nur bei Konzentration = 0 pumol/I
t=1 h - fir ale Konzentrationen
t=2 h - fir ale Konzentrationen
t=4 h - fir ale Konzentrationen
t=6 h - fUr ale Konzentrationen

Abbildung 3: Versuchsablauf zur Wirkung von Zink auf die Motilitét von Spermatozoen.
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2.7. Messung des Einflusses von verschiedenen Chelatoren auf die Matilitat von

Spermatozoen

In dieser Untersuchung sollte der Einflu der Chelatoren DMPS (2,3 Dimercaptopropan-1-
sulfonat-Na, Sigma), DMSA (meso-2,3-Dimercaptobernsteinsdure, Sigma), DL-Penicillamin
(puriss., Fulka AG, Buchs., Schweiz) und eines Oligopeptides von Metallothionein (Lys-Cys-
Thr-Cys-Cys-Ala, Sigma) auf die Beweglichkeit von Spermatozoen beobachtet werden. Dazu
wurden die Ejakulate zunéchst aufbereitet. In der anschlief3enden Untersuchung wurden die
Spermatozoen mit den Substanzen in verschiedenen Konzentrationen inkubiert und zu

verschiedenen Zeiten mit der CASA bezlglich ihrer Motilitétsparameter analysiert.

2.7.1. Die Chelathildner

Chelatbildner sind organische und anorganische Verbindungen, die als sogenannte Liganden
mittels ihrer 2 oder mehreren verschiedenen funktionellen Gruppen mit Metallkationen
(z.B. Ca™) ringférmige Komplexe, sogenannte Chelate, bilden. Chelatbildner kommen als
natirliche Bioliganden im Intermediarstoffwechsel der Mineralstoffe, im Rahmen der Funktion
der Blut- und Blattfarbstoffe, bel enzymatischen Reaktionsablaufen u.am. vor. Synthetische
Chelatbildner (Ethylendiamintetraessigsdure, hthere Aminopolyessigsduren, etc.) dienen zur

Entfernung radioaktiver oder toxischer Metallionen aus dem Korper.

2.7.1.1. DL-Penicillamin

Diese Substanz findet in der medizinischen Therapie vor allem Anwendung in der Behandlung
von Vergiftungen mit Pb, Hg, Au, Zn, Co und Cu (Estler, 1994). Abbildung 4 zeigt die

Strukturformel von DL-Penicillamin und dessen Chelatbildung mit einem Metall.
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0 0
Ho—¢” Ho—c”
NH, NH,
H,C v+ Me T/ H,C Y
- H - Me
H,C S Me = Metall (zB.Zn)  H,C S

DL-Penicillamin

Abbildung 4: Darstellung der Strukturformel des Chelators DL-Penicillamin

2.7.1.2. 2,3 Dimercaptopropan-1-sulfonat-Na (DM PS)

Auch diese Substanz findet Anwendung in der medizinischen Therapie, vor alem in der
Behandlung von Vergiftungen mit Quecksilber in anorganischen oder organischen
Verbindungen oder als Hg-Dampf. Aber auch bei Vergiftungen mit Pb, As, Sb, Cr, Ag, Bi und
anderen zweiwertigen Kationen findet DMPS Verwendung (Estler, 1994). Abbildung 5 zeigt
die Strukturformel von DMPS, sowie dessen Moglichkeiten der Chelatbildung.

CH,—CH-CH, + Me = CH,—CH-CH,

SH SH SDENa S\ XS S0, Na
’“{ Me

ILIZHE—ILIZH—ILIZH2

? 8H S0 Na Me = Metall {z.B. Zn)

Me

I
S SH $0;Na

CH CH—CH

Abbildung 5: Darstellung der Strukturformel des Chelators DMPS
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2.7.1.3. 2,3,- Dimercaptobernsteinsdure (DM SA)

DMSA wurde therapeutisch vor allem als Antidot bei Quecksilbervergiftungen untersucht
(Kuschinsky & Lullmann, 1989). Die fir diese Untersuchung verwendete Substanz war meso-
2,3-Dimercaptobernsteinsdure. Abbildung 6 zeigt die Strukturformel von DM SA.

COOH
HC—SH
HC—SH

CooH

2.3 Dimercaptobernsteinsaure

Abbildung 6: Strukturformel des Chelators DMSA

2.7.1.4. Das Oligopeptid von Metallothionein ” Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala’

Dieses niedermolekulare Peptid wurde ausgewahit, weil es eine Sulfhydrylgruppen enthaltende
Teilsequenz des im Kdrper vorkommenden Metalothionein ist. Metallothionein ist fur die

Bindung von Metallen und Spurenelementen notwendig.

2.7.2. Vorbereitung der Ansétze

Die Chelatoren wurden in folgenden Konzentrationen angesetzt: 7 pmol/l; 70 pmol/l;
700 pmol/l ; 7 mmol/l. Die so erhaltenen Stammidsungen wurden fraktioniert und zu je

500 pl in 0,5 ml Eppendorf-Cups bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C eingefroren.
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2.7.3. Versuch zur Eliminierung von Zink aus humanen Spermatozoen

2.7.3.1.Inkubation  von  Spermatozoen mit den Chelatbildnern  Gber  einen

Beobachtungszeitraum von 6 Stunden

Bel dieser Untersuchung gingen die Daten von zwanzig Ejakulaten in die Ergebnisse ein. Die
aufbereiteten Spermatozoen in HTF-HSA wurden zu je 60 pl auf 16 0,5 - Milliliter Eppendorf-
Cups verteilt, wobei die Probe vor jedem Pipettierschritt auf einem Vortex durchmengt wurde,
um in den einzelnen Ansdatzen eine moglichst homogene Dichte an Spermatozoen zu erreichen.
Diesen Ansdtzen wurden je 10 pl der Chelatoren DMPS , DMSA, DL-Penicillamin und des
Oligopeptids (Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala), gelost in HTF-HSA, oder ausschliefdlich HTF-HSA,
als Kontrolle, zugesetzt.

Fur jeden Chelatbildner wurde ein Ansatiz mit einer Endkonzentration von 1 pmol/l,
10 pmol/I und 100pmol/l, sowie ein Kontrollansatz hergestellt. Zu Beginn der Messungen (to)
wurde ein Kontrollansatz, anschlief3end wurde zu den Inkubationszeitpunkten (tin), (tzn), (tan)
und (ten) €n Ansatz in jeder Konzentration von jedem Chelatbildner sowie ein Kontrollansatz

gemessen. Auf diese Weise entstanden fur jeden Chelatbildner folgende Ansétze:

1 Ansatz as Kontrollgruppe

1 Ansatz mit 1umol/I Chelator

1 Ansatz mit 10pmol/l Chelator

1 Ansatz mit 100pmol/l Chelator

Die so angefertigten Ansétze wurden zu den oben genannten Zeitpunkten mit Hilfe der CASA
analysiert. Bis zum Zeitpunkt der Messung wurden die Ansétze bei 37 °C inkubiert. Abbildung

7 zeigt den schematischen V ersuchsablauf.
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Swim-up
fraktioniert

Vertellung

s-Cys-Ala Penicillamin

In In In
In
Konzentration: Konzentration: Konzentration: Konzentration:
0 pmol/l 0 pmol/l 0 pmol/l 0 pmol/l
1 pmol/Il 1 pmol/I 1 pmol/I
10 pmol/I 10 pmol/l 10 pmol/l

Messung der Motilitdt mit der CASA
Zur Zeit: t=0 h - nur bei Konzentration = 0 pmol/I
t=1 h - fir alle Konzentrationen
t=2 h - fir alle Konzentrationen
t=4 h - fir alle Konzentrationen
t=6 h - fUr alle Konzentrationen

Abbildung 7: Versuchsablauf zur Wirkung von Chelatoren auf die Motilitét von Spermatozoen.
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2.7.3.2. Inkubation mit Chelatbildnern und anschlie3ende Bestimmung der

Zinkkonzentration

Ziel dieser Untersuchung war es, die Anderung der Motilititsparameter durch die Chelatoren
DMSA, DMPS und DL-Penicillamin, die bereits in den Versuchen Uber 6 Stunden gefunden
wurden, nachzuvollziehen und anschlief3end die Spermatozoen bezlglich ihres Zinkgehaltes zu
untersuchen. Um nach der Messung der Moatilitétsparameter ausreichend Spermatozoen fir die
Zinkmessung zur Verfiigung zu haben, wurden von einem Ejakulat lediglich vier Anséize
hergestellt. Diese wurden, bis auf die Kontrollgruppe, nur zum Untersuchungszeitpunkt zwel
Stunden bezuglich ihrer Motilitatsparameter untersucht.

Die Spermatozoen wurden wie in 2.1. beschrieben gewonnen, gewaschen, und mittels
fraktionierten Swim-up's (2.4.) aufbereitet. Die Ergebnisse von 21 untersuchten Ejakulaten
gingen bei dieser Untersuchung in die Auswertung ein. Die aufbereiteten Spermatozoen in
HTF-HSA wurden zu je 480 pl auf 4 zwel - Milliliter Eppendorf-Cups verteilt, wobel die
Probe vor jedem Pipettierschritt auf einem Vortex resuspendiert wurde. Diesen Ansdizen
wurden je 80 pl der Chelatoren DMPS, DMSA und DL-Penicillamin, gelost in HTF-HSA in
einer Konzentration von 700 pmol/l, oder ausschlieflich HTF-HSA as Kontrolle zugesetzt.
Auf diese Weise entstand ein Ansatz mit 100 pmol/l DMSA, ein Ansatz mit 100 pumol/l DMPS,
ein Ansatz mit 100 pumol/l DL-Penicillamin und ein Kontrollansatz. Die so angefertigten
Ansdtize wurden mit Hilfe der CASA anaysert. Zum Zeitpunkt O wurde nur die
Kontrollgruppe untersucht, zum Inkubationszeitpunkt 2 Stunden wurde jeder Ansatz einmal
gemessen. Bis zum Zeitpunkt der Messung wurden die Ansétze in einem Inkubator bel 37 °C
aufbewahrt. Abbildung 8 zeigt schematisch den Versuchsablauf zur Messung der Motilitét der
Spermatozoen sowie die Praparation der Spermatozoen fur die Atomabsorptionsspektrometrie.

2.7.3.3. Vorbereitung der Proben fir die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)

Nachdem die Messungen mit der CASA abgeschlossen waren, wurde der Rest eines jeden
Ansatzes fiir 10 Minuten bei 440xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 160 pl KCI-Losung resuspendiert. Die Spermatozoendichte wurde durch das
Auszéhlen in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt und die Probe bis zur
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Ejakulat

Swim-up
fraktioniert

s
S g_
3

Vertellung

DMPS DL-Penicillamin DMSA

Konzentration: Konzentration: Konzentration:
100 pmol/l 100 pmol/l 100 pmol/l

Messung der Motilitat mit der CASA
Zur Zeit: t=0 h - nur bei Konzentration = 0 pmol/I
t=2 h - fur ale Konzentrationen

Zentrifugation der Ansétze fir 10 Minuten bel 440xg

Verwerfen des Uberstandes und Resuspension mit 560 pl KCI-L6sung

Bestimmung der Spermatozoendichte und einfrieren bel -80 °C

Abbildung 8: Schematischer Versuchsablauf der Wirkung von Chelatoren auf die Motilitét von
Spermatozoen und der Vorbereitung fir die AAS.
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Messung mit der AAS bei -80 °C eingefroren.

2.8. Bestimmung von Zink in Spermatozoen mit der

Atomabsorptionsspektrometrie (AAS)

Die Bestimmung des Zinkgehaltes der Spermatozoen mit der Atomabsorptionsspektrometrie
wurde in Zusammenarbeit mit Dr. F. Hither und Dr. R. Weber vom Fachbereich Physikalische
Chemie der Philipps-Universitét in Marburg durchgefihrt.

Atomabsorptionsspektrometrie ist die Messung einer Absorption von optischer Strahlung
durch Atome im Gaszustand (Welz, 1983). Diese Mel3methode beruht auf der Eigenschaft, dal3
eine Atomart nur Strahlung einer ganz bestimmten Wellenldnge aufnehmen und auch wieder
abgeben kann. Dies formulierte Planck in dem Gesetz der quantenhaften Absorption und
Emission der Strahlung, nachdem ein Atom nur Strahlung eindeutig gegebener Wellenléange
absorbiert, d.h. nur bestimmte Energiebetrége aufnehmen und auch wieder abgeben kann
(Welz,1983).

Die Eigenschaft eines Atoms, nur eine bestimmte Energie einer bestimmten Wellenlange
aufnehmen zu konnen, wird genutzt, in dem mit einer Strahlungsguelle ein Licht dieser
speziellen Wellenlange erzeugt wird. Wird eine Probe durch Energiezufuhr atomisiert und
werden diese Atome in den Strahlengang der Strahlenquelle gebracht, so schwécht sich die
Intensitét der Strahlung um einen bestimmten Betrag. Dieser Betrag entspricht der Menge, der
in den Strahlengang gebrachten Atome. Die Anderung der Intensitdt wird als Extinktion erfalit.
Mit Hilfe einer Kalibrationsgeraden kann schliefdlich die Stoffmenge einer Atomart in einer
Probe die sich im Strahlengang befunden haben mul3 bestimmt werden.

V ersuchsaufbau:

In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein Perkin-Elmer 300 Atomabsorptionsspektrometer
(Perkin-Elmer 300, Uberlingen, Deutschland) mit einer Graphitrohrkiivette (Perkin-Elmer
HGA-70) verwendet. In die Graphitréhre wurde die jeweilige Probe eingebracht und nicht wie
bel einer konventionellen Fammenabsorptionsspektrometrie (Flammen-ASS) durch ene

Flamme, sondern durch Anlegen einer hohen Stromstérke (500A) bel geringer Spannung (10V)



Material und Methoden 29

vergluht. Hierdurch wurde die Probe in den gasférmigen Zustand gebracht. Die bekannten
Stormaglichkeiten der Flammen-AAS, die Oxidbildung, kann bei der Graphitrohr-AAS durch
eine Intergasatmosphédre mit Argon as Schutzgas verhindert werden. Ein weiterer Vortell der
Graphitrohrkuvette gegentiber der konventionellen Methode besteht dartiber hinaus in einem
wesentlich langeren Verbleiben der Atome im Strahlengang, wodurch sich auch extrem geringe
Substanzmengen pro Probe quantitativ bestimmen lassen. Die Graphitrohrtechnik ist mit einer
Nachweisgrenze von 0,001 pg/l fur Zink wesentlich sensitiver als die Flammen-Technik mit
einer Nachweisgrenze von 1ug/l. Die AAS ist ein Verfahren hoher Empfindlichkeit und
Spezifitét bei gleichzeitig geringer Storanfalligkeit (Welz, 1983).

2.8.1. Vorbereitung der Proben

Die aus den Versuchen (2.7.4.) erhaltenen Proben wurden aufgetaut. Danach wurden zur
Matrixkorrektur 20 pl der Probe mit 20 pl 2% Salpetersaure (HNO;z; 65%, suprapur, Merck)
vermengt und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dies bewirkte eine Oxidation der
verbliebenen Zellmatrix und verhinderte so die Verfaschung der Messung durch deren Einflul3.
Nach der Inkubationszeit wurde die Probe mit 1% HNO; so weit verdinnt (in der Regel 1:5),
dai3 die Zinkkonzentration der Probe im Bereich der Kalibrationsgeraden lag.

2.8.2. Kalibrierung der AAS

Die Atomabsorptionsspektrometrie ist kein Absolut-, sondern ein Relativverfahren, das nur im
Vergleich mit Bezugsdsungen oder Bezugssubstanzen ein quantitatives Ergebnis bringt (Welz,
1983). Das in der vorliegenden Arbeit benutzte Kalibrierverfahren, war das Standard-

Kalibrierverfahren.

Zur Erstellung der Kalibrationsgeraden wurden Ansdtze mit ener Zinkstandardldsung
(1000 mg/l, Art. Nr. 19806, Merck) in den Konzentrationen O pg/l, 10 pg/l, 16 pg/l, 25 pg/l,
50 pg/l, 75 pg/l und 100 pg/l hergestellt. Der Zinkstandard wurde mit 1%iger HNO; auf die
jeweiligen Konzentrationen fir die Kalibrationddsung verdinnt. Hierbei wurde fir jede

Konzentration ein extra Ansatz hergestellt.
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Vor jeder Messung mul3te die Zinklampe der AAS "eingegliht” werden, d.h. die Strahlung bei
einer Wellenldnge von 213,8 nm mufte konstant sein. Fir jede Konzentration der
Kalibrationdsung wurden drei Messungen durchgefuhrt. Anhand der hierdurch ermittelten
Eichgeraden wurde die Zinkkonzentration der Proben ermittelt.

2.8.3. Messung der Proben

Nachdem die Matrixkorrektur abgeschlossen war und die Proben in den Mef3bereich der
Eichgraden verdiinnt waren, begann die Messung. Vor jeder Messung wurde die vorbereitete
Probe auf einem Vortex (Genie 2, Bender&Hobein AG, Zurich, Schweiz) durchmengt. Die
Injektionsmenge in die AAS betrug 20 pl. Zuerst wurde die Probe fur 30 Sekunden bel
100°C getrocknet, zur Zersetzung des organischen Anteils wurde sie anschliefRend fir
30 Sekunden auf 702°C erhitzt und schliefdlich fir 7 Sekunden bei 2600°C atomisiert. Jede
Probe wurde dreima gemessen. Fir die spatere statistische Analyse der Daten wurde der

Mittelwert aus den drei Messungen gebildet.

2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Daten wurde mit Hilfe des Statistik Programmes SPSS (SPSS
GmbH, Miunchen, Deutschland) durchgefiihrt. Zundchst wurden die zu vergleichenden
Stichproben mit dem Wilcoxon-Test verglichen. Spéter gefundene signifikante Unterschiede
zeigten sich bereits hier. Nach Ricksprache mit Statistikern des Institutes fir Medizinische
Informatik der JLU-Gief3en wurden dann die Stichproben auf Normalverteilung untersucht.
Dies geschah durch die Testung der Differenz der zu vergleichenden Stichproben mit dem
Kolmogorov-Smirnov (Lilliefors) - Test. Der Kolmogorov-Smirnov-Test basiert auf der
grof3ten absoluten Differenz zwischen beobachteter und erwarteter kumulativer Vertellung.

Fand sich eine Normalverteilung, so wurden die Stichproben mit dem "T-Test bei gepaarten
Stichproben” verglichen. War keine Normalverteilung gegeben, kam der Vorzeichentest, der

keine Normalverteilung voraussetzt zur Anwendung.
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3. Ergebnisse

3.1. Zugabe von Zinksulfat zu Spermatozoen in vitro

In die Ergebnisse dieser Untersuchung flossen Daten von zehn ausgewerteten Ejakulaten.
Abbildung 9 zeigt den Anteil motiler Spermatozoen in Prozent fur jeden der Ansdtze zu den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten in den verschiedenen Konzentrationen. Obwohl hier
zum Tell deutliche Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Ansétzen mit Zinksulfat
zu erkennen sind, hat die statistische Auswertung der Daten lediglich fur die zwei der unten
angefuihrten Ansétze einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ergeben. Alle Gbrigen
Ansédtze differierten nicht voneinander. Tabelle 2 zeigt eine Auflistung der gefundenen
zweisaitigen Signifikanzen im Vergleich der Kontrollgruppe mit dem jewelligen Ansatz. Zum
einen fand sich zum Inkubationszeitpunkt zwei Stunden im Ansatz mit der Konzentration
1mmol/l eine Erh6hung der Motilitét (2-seitige Signifikanz p=0,0055). Zum anderen fihrte die
Konzentration 1 mmol/l nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden zu einer Erniedrigung
des Anteils motiler Spermatozoen (2-seitige Signifikanz p=0,0059). Eine tendentielle
Beeinflussung der Spermatozoenmotilitdt 1&3t sich aus den gefundenen Daten nicht ablesen.

Abbildung 10 zeigt den Anteil linear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen unter
dem Einfluf3 von ZnSO,. Es wird deutlich, dal3 sich der Anteil linear motiler Spermatozoen bel
allen Ansédtzen in engen Grenzen bewegt. Tabelle 3 zeigt die zweiseitige Wahrscheinlichkeit,
mit der sich die jewells verglichenen Stichproben unterscheiden. Es fanden sich auch hier
lediglich zwei Ansdtze mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Dieser zeigt
sich zur Inkubationszeit 4h zwischen der Kontrollgruppe und dem Ansatz mit der
Konzentration 100 pumol/l Zinksulfat (2-seitige Signifikanz p=0.0085) und zur Inkubationszeit
6h zwischen der Kontrollgruppe und dem Ansatz mit der Konzentration 1 pmol/l Zinksulfat
(2-seitige Signifikanz p=0,002). Diese beiden Ansdtze haben einen hoheren Anteil ,Linear
motile Spermatozoen®. Alle Ubrigen Ansdtze weisen keinen Unterschied zur Kontrollgruppe
auf. Eine eindeutige tendenzielle Beeinflussung durch eine bestimmte ZnSO,-Konzentration

oder durch einen bestimmten Inkubationszeitpunkt ist nicht festzustellen.
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n=10

Anteil motiler Spermatozoen [%]

t=1 t=2

Inkubationszeit in Stunden [h]

Hk=0pmol/l

B k=1pmoal/l

B k=10pmol/l
H K=100pmol/l
B K=1mmol/l

t=4 t=6

Abbildung 9: Anteil motiler Spermatozoen unter dem Einflufd von Zinksulfat in verschiedenen

Konzentrationen zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. Die Abbildung zeigt weder

beziglich der Inkubationszeit, noch bezlglich der ZnSO,-Konzentration einen einheitlichen

Einflud auf den Anteil der ,Motilen Spermatozoen®. X: Unterschied, signifikant zur

Kontrollgruppe.

Tabelle 2: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit Zinksulfat

inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Nur bel zwei Vergleichen

zeigte sich eine signifikante Anderung im Anteil der motilen Spermatozoen. X: Unterschied,

signifikant zur Kontrollgruppe.

VERGLICHENE STICHPROBEN:

P - ZWEISEITIG:

t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pumol/l ZnSO,
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l ZnSO,
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l ZnSO,
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1mmol/l ZnSO,
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pumol/l ZnSO,
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l ZnSO,
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l ZnSO,
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1mmol/l ZnSO,
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/l ZnSO,
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l ZnSO,
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l ZnSO,
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1mmol/l ZnSO,
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pumol/l ZnSO,
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l ZnSO,
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l ZnSO,
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1mmol/l ZnSO,

0,9709
0,5744
0,7639
0,5269
0,1094
0,1743
0,1694
0,0055 X
0,9499
0,9401
0,8949
0,0866
0,7864
0,4716
0,2071
0,0059 X
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60

n=10

Anteil "Linear motiler Spermatozoen
an den motilen Spermatozoen [%]

Inkubationszeit in Stunden [h]

W k=Opmol/l

@ k=1pmol/l

B k=10umol/l
@ K=100pumol/l
B K=1mmol/|

Abbildung 10: Verénderung des prozentualen Anteils der ,Linear motiler Spermatozoen* an

den motilen Spermatozoen durch den Einflufd von Zinksulfat. X: Unterschied, signifikant zur

Kontrollgruppe.

Tabelle 3: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit Zinksulfat

inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Lediglich bei zwei Stichproben

zeigte sich eine signifikante Anderung des Anteils linear motiler Spermatozoen.

X: Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pumol/l ZnSO, 0,3490
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l ZnSO, 0,3249
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l ZnSO, 0,9199
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1mmol/l ZnSO, 0,7816
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pumol/l ZnSO, 0,3056
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l ZnSO, 0,0590
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l ZnSO, 0,1501
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1mmol/l ZnSO, 0,2450
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/l ZnSO, 0,1031
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l ZnSO, 0,2892
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l ZnSO, 0,0085 X
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1mmol/l ZnSO, 0,5739
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/l ZnSO, 0,0016 X
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l ZnSO, 0,0794
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l ZnSO, 0,0527
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1mmol/l ZnSO, 0,1116
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3.2.  Wirkung der Chelatkomplexbildenden  Substanzen auf die
M otilitétsparameter von humanen Spermatozoen in vitro bel einer Inkubationszeit

von bis zu 6 Stunden

Im Folgenden werden die vier getesteten Chelatbildner im einzelnen vorgestellt. Die zur
Darstellung kommenden Motilitétsparameter wurden ausgewahlt, weil sich zumindest bei drei

der vier getesteten Substanzen ein deutlicher Unterschied zur Kontrollgruppe gezeigt hat.

3.2.1. Das Oligopeptid von Metallothionein , Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala’

In diese Untersuchung gingen Daten von zehn ausgewerteten Ejakulaten ein. Der geringe
Unterschied der Ansétze mit dem Oligopeptid zur Kontrollgruppe ist der Grund, weshalb die

Versuchsreihe bereits nach zehn durchgefiihrten Versuchen abgebrochen wurde.

Bel den nichtlinear motilen Spermatozoen fand sich lediglich im Vergleich der Konzentration
10 pmol/l Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala mit der Kontrollgruppe zum Inkubationszeitpunkt
4 Stunden und im Vergleich der Konzentration 100 pmol/l Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala mit der
Kontrollgruppe zum Inkubationszeitpunkt 6 Stunden ein schwach signifikanter Unterschied mit
p=0,048, bzw. p=0,026. Eine Ubersicht der Unterschiede zwischen den Ansitzen mit dem
Peptid und den Kontrollansdtzen mit der dazugehdrigen zweisaitigen Wahrscheinlichkeit gibt
Tabelle 4. Abbildung 11 zeigt die Veranderung des prozentualen Anteils der nichtlinear motilen
Spermatozoen an den motilen Spermatozoen durch den Einflul3 der Inkubationszeit und der
Zugabe des Oligopeptids Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. Bei den beiden Ansétzen mit signifikanten
Unterschieden zur Kontrollgruppe zeigte sich nach 4h und nach 6h eine Abnahme der
nichtlinear motilen Spermatozoen. Auch wenn sich die Unterschiede in der statistischen
Datenanalyse nicht als signifikant erwiesen haben, ist aus Abbildung 11 zu ersehen, dal? sich
der Anteil nichtlinear motiler Spermatozoen in alen Ansdizen durch die Zugabe des

Oligopeptids erniedrigt.
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n=10

W Konz.=0pmol/l
Oligopeptid

@ Konz.=1pmol/l
Oligopeptid

B Konz.=10umol/l
Oligopeptid

E Konz.=100pmol/I
Oligopeptid

Spermatozoen [%)]

Anteil nicht linearmotiler
Spermatozoen an den motilen

t=1 t=2 t=4 t=6

Inkubationszeit in Stunden [h]

Abbildung 11: Verdnderung des prozentualen Anteils der ,,Nichtlinear motiler Spermatozoen*
an den motilen Spermatozoen durch den Einflufd der Zeit und der Zugabe des Oligopeptids
Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. Signifikante Unterschiede zeigten sich lediglich nach 4h zwischen
der Kontrollgruppe und der Konzentration 10 umol/l des Oligopeptides und nach 6h zwischen
der Kontrollgruppe und der Konzentration 100 umol/l des Oligopeptides. Hier zeigt sich eine
Abnahme der ,Nichtlinear motilen Spermatozoen® im Vergleich zur Kontrollgruppe.

X: Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

Tabelle 4: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit dem Oligopeptid
inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Lediglich zwei der in
Abbildung 12 aufgezeigten Unterschiede erwiesen sich as signifikant. X: Unterschied,

signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l Peptid 0,2002
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l Peptid 0,1473
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l Peptid 0,1449
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l Peptid 0,2490
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l Peptid 0,7410
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l Peptid 0,4381
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l Peptid 0,5118
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l Peptid 0,0481
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l Peptid 0,1010
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pmol/l Peptid 0,3644
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l Peptid 0,0920
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l Peptid 0,0256 x
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Bel dem Anteil linear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen findet sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Ansatzen mit 100 pmol/l Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala
zum Inkubationszeitpunkt 2 Stunden verglichen mit der entsprechenden Kontrollgruppe. Der
Unterschied ist signifikant (p=0,022). Der Ansatz mit 10 pmol/l Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala
zum Inkubationszeitpunkt 6 Stunden verglichen mit der entsprechenden Kontrollgruppe weist
einen Unterschied mit einer Signifikanz von p=0,005 auf. Der Ansatz mit 100 pmol/| Lys
Cys-Thr-Cys-Cys-Ala zum Inkubationszeitpunkt 6 Stunden unterscheidet sich von der
Kontrollgruppe signifikant (p=0,001). Alle dbrigen Vergleiche erwiesen sich als nicht
sgnifikant. Eine Ubersicht Uiber diese Ergebnisse gibt Tabelle 5. Abbildung 12 zeigt die
Veranderung des prozentualen Anteils linear motiler Spermatozoen an den motilen
Spermatozoen durch den Einfluld des Oligopeptids Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. Signifikante
Unterschiede zur Kontrollgruppe finden sich lediglich bel drei Ansdtzen nach 2 Stunden und
6 Stunden und fuhren zu einer Zunahme der linear motilen Spermatozoen. Aufféllig ist auch
hier, dal3 obwohl nur drei der gefundenen Unterschiede signifikant waren, die Kontrollgruppe
zu jedem Inkubationszeitpunkt einen geringeren Anteil linear motiler Spermatozoen besal3, als
die Ansdtze denen das Oligopeptid zugesetzt wurde. Dies weist darauf hin, da3 das
Oligopeptid Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala die Motilitdt der Spermatozoen tendenziell hin zu

einem linearmotilen Bewegungsmuster verandert.

Die Geradeausgeschwindigkeit, die straight line velocity (VSL), der motilen Spermatozoen
weist im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschieden auf. Tabelle 6 zeigt
die zweiseitige Wahrscheinlichkeit, mit der ein Unterschied zwischen den Kontrollgruppen und
den Ansédtzen mit dem Chelatbildner besteht. Abbildung 13 zeigt die Verdnderung der straight
line velocity (VSL) der motilen Spermatozoen in pm/s durch den Einflufl3 des Oligopeptids
Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala. Bei diesem Motilitatsparameter findet sich bel keinem der Ansétze
ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Die Graphik verdeutlicht die Homogenitét
der gefundenen Mef3ergebnisse. Da die gefundenen Geschwindigkeitswerte besonders zum
Mef3zeitpunkt vier und sechs Stunden gleichméfdig um den Kontrollwert herum gruppiert sind,
ist bei diesem Geschwindigkeitsparameter von keiner speziellen Beeinflussung durch das

Oligopeptid auszugehen.
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Abbildung 12: Verénderung des prozentualen Anteils ,Linear motiler Spermatozoen” an den
motilen Spermatozoen durch die Zugabe des Oligopeptids Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala zu den
verschiedenen Mel3zeitpunkten. Signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe finden sich
lediglich bei drei Anséizen. Bei diesen kommt es zu einer Zunahme der ,Linear motilen
Spermatozoen“ im Vergleich zur Kontrollgruppe. X: Unterschied, signifikant zur

Kontrollgruppe.

Tabelle 5: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit dem Oligopeptid
inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Obwohl sich die in Abbildung
13 dargestellte Veranderung durch die Zugabe des Oligopeptides bei allen Konzentrationen
fand, waren nur drei dieser Unterschiede signifikant. X: Unterschied, signifikant zur

Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l Peptid 0,4349
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10pumol/l Peptid 0,3806
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l Peptid 0,1285
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pumol/l Peptid 0,0759
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l Peptid 0,3017
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l Peptid 0,1320
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/l Peptid 0,6265
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l Peptid 0,0326
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l Peptid 0,0603
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pumol/l Peptid 0,0752
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l Peptid 0,0051 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l Peptid 0,0011 x
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Abbildung 13: Verénderung der ,straight line velocity (VSL)* der motilen Spermatozoen in

pm/s durch den Einflul3 des Oligopeptids Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-Ala zu den verschiedenen
Mel3zeitpunkten. Bei dem Motilitatsparameter ,VSL® findet sich bei keinem der Ansétze ein

signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe.

Tabelle 6: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit dem Oligopeptid

inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Zu keiner Zeit findet sich ein

signifikanter Unterschied.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l Peptid 0,5300
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10pumol/l Peptid 0,4687
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l Peptid 0,3629
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pumol/l Peptid 0,5452
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l Peptid 0,6033
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l Peptid 0,6386
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/l Peptid 0,5947
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l Peptid 0,6227
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l Peptid 0,5871
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pumol/l Peptid 0,5819
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10pmol/l Peptid 0,6998
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100pumol/l Peptid 0,5809
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3.2.2. Dimercaptobernsteinsdure (DM SA)

Bel dieser Untersuchung fanden die Ejakulate von 20 Probanden Verwendung.

Bel dem Anteil nichtlinear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen kam es durch
Zugabe von DMSA in jeder der getesteten Konzentrationen und zu jedem
Inkubationszeitpunkt zu einem signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Wie in
Abbildung 14 dargestellt, fuhrt die Addition von DMSA zu den praparierten Spermatozoen zu
einer deutlichen Reduktion des prozentualen Anteils der nichtlinear motilen Spermatozoen an
den motilen Spermatozoen. Hierbel zeigte sich, dal? selbst die kleinste Konzentration (1umol/l)
von DM SA diesen Motilitdtsparameter deutlich beeinflussen kann. Die zweiseitige Signifikanz
erstreckt sich von p=0,048, fur den Zeitpunkt 4 Stunden mit der Konzentration 1 umol/l bis hin
zu p<0,0001, fur die Konzentrationen 10 pmol/l und 100pumol/ zum Inkubationszeitpunkt 1
Stunde. Die Einzeldaten Uber die im gefundene zweiseitige Wahrscheinlichkeit, mit der sich die

beiden jeweiligen Stichproben unterscheiden zeigt Tabelle 7.

Durch die Zugabe von DMSA konnte der Anteil linear motiler Spermatozoen an den motilen
Spermatozoen in jeder der getesteten Konzentrationen und zu jedem Inkubationszeitpunkt
signifikant beeinfluf3t werden. Wie in Abbildung 15 dargestellt, fiihrt die Addition von DMSA
zu den préparierten Spermatozoen zu einer Erhthung des prozentualen Anteils der linear
motilen Spermatozoen an den motilen Spermatozoen. Die Kontrollansdtze enthalten einen
deutlich geringeren Antell linearmotiler Spermatozoen im Vergleich zu den Ansdtzen mit
DMSA. Die zweiseitige Signifikanz, erstreckt sich von p=0,0096, fur den Zeitpunkt
2 Stunden mit der Konzentration 100 pmol/l bis hin zu p<0,0001, fur die Konzentrationen
10umol/ zum Inkubationszeitpunkt 6 Stunden. Tabelle 8 gibt eine Ubersicht tber die

gefundenen Unterschiede.
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Abbildung 14: Verénderung des prozentualen Anteils ,,Nichtlinear motiler Spermatozoen” an
den motilen Spermatozoen durch den Einflud von DMSA zu den verschiedenen
Mel3zeitpunkten. Die verschiedenen Ansdtze mit DMSA unterscheiden sich zu jedem

gemessenen  Inkubationszeitpunkt signifikant von dem jeweiligen Kontrollansatz. Die

Abbildung zeigt, dal3 DMSA den Anteil ,,Nichtlinear motiler Spermatozoen* vermindert.

Tabelle 7: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DMSA inkubierten

Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Der Antell

,Nichtlinear motiler

Spermatozoen” it be  den Ansidtzen mit DMSA  dSgnifikant  erniedrigt.
X: Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l DMSA 0,0002 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10pumol/l DMSA 0,0001 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l DMSA 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l DMSA 0,0124 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10pumol/l DMSA 0,0082 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100pumol/l DMSA 0,0183 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l DMSA 0,0484 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10pumol/l DMSA 0,0006 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100pumol/l DMSA 0,0019 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/| DMSA 0,0278 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l DMSA 0,0086 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/| DMSA 0,0144 x
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Abbildung 15: Verénderung des prozentualen Anteils ,Linear motiler Spermatozoen” an den

motilen Spermatozoen durch den Einflul? von DMSA. Die verschiedenen Ansétze mit DMSA

unterscheiden sich zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt signifikant von dem

Kontrollansatz. Der Anteil ,Linear motiler Spermatozoen* ist gegeniiber der Kontrollgruppe

signifikant erhoht.

Tabelle 8: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DMSA inkubierten

Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Der Anteil ,,Linear motiler Spermatozoen”

ist bel den Ansdizen mit DMSA ggnifikant erhoht. X: Unterschied, signifikant zur

Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l DMSA 0,0001 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10pumol/l DMSA 0,0003 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l DMSA 0,0002 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l DMSA 0,0075 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10pumol/l DMSA 0,0055 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100pumol/l DMSA 0,0096 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l DMSA 0,0034 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10pumol/l DMSA 0,0004 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/| DMSA 0,0011 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pumol/l DMSA 0,0028 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l DMSA 0,0001 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l| DMSA 0,0002 x
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Die Geradeausgeschwindigkeit &ndert sich ebenfalls durch die Zugabe von DMSA. Hierbei
kommt es zu einer Erhéhung der Geradeausgeschwindigkeit bei allen Ansétzen denen DMSA
zugesetzt wurde. Diese Erhdhung unterscheidet sich in allen Ansétzen signifikant von der
Kontrollgruppe. Abbildung 16 zeigt diese Erhéhung der ,straight line velocity (VSL)* der
motilen Spermatozoen. Die zweiseitige Signifikanz erstreckt sich von p=0,034 fir den
Zeitpunkt 4 Stunden mit der Konzentration 1 pmol/l bis hin zu p<0,0001 fur die
Konzentrationen 1umol/ zum Inkubationszeitpunkt 1 Stunde. Tabelle 9 zeigt die
Wahrscheinlichkeit jedes einzelnen Unterschiedes zwischen den Anséizen denen DMSA

zugesetzt wurde und den Kontrollansatzen.
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Abbildung 16: Veranderung der Geschwindigkeit ,straight line velocity (VSL)“ der motilen
Spermatozoen durch den EinfluR von DMSA. Die verschiedenen Ansidtze mit DMSA
unterscheiden sich zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt signifikant vom Kontrollansatz.
Die Spermatozoen denen DMSA  zugesetzt wurde ereichen ene hohere
Geradeausgeschwindigkeit (VSL).
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Tabelle 9: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DMSA inkubierten
Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Die Geradeausgeschwindigkeit ist bei den
Stichproben denen DMSA zugesetzt wurde deutlich erhoht. X: Unterschied, signifikant zur
Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l DMSA 0,0001 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l DMSA 0,0028 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l DMSA 0,0007 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l DMSA 0,0011 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10pumol/l DMSA 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100pumol/l DMSA 0,0006 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l DMSA 0,0340 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10pumol/l DMSA 0,0005 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100pumol/l DMSA 0,0009 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/| DMSA 0,0041 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l DMSA 0,0035 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l DMSA 0,0023 x

3.2.3. Dimercaptopropan-1-sulfonat-Na (DM PS)

Auch hier gingen die Daten der 20 Ejakulate ein.

Der Anteil nichtlinear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen wurde durch die
Zugabe von DMPS in jeder der getesteten Konzentrationen und zu jedem Inkubationszeitpunkt
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant reduziert. Abbildung 17 zeigt den prozentualen
Anteil der nichtlinear motilen Spermatozoen an den motilen Spermatozoen unter dem Einfluf3
des Chelatbildners DMPS zu den verschiedenen Mef3zeitpunkten. Es ist deutlich erkennbar,
daf3 die Kontrollgruppe einen hoheren Anteil nichtlinear motiler Spermatozoen enthélt und das
bereits die geringste Konzentration DMPS (1umol/l) geniigt, um diese Anderung
herbeizufiihren. Die zweiseitige Signifikanz zwischen den Ansdizen mit DMPS und den
Kontrollansdtzen erstreckt sich von p=0,0329, fur den Zeitpunkt 4 Stunden mit der
Konzentration 1 pmol/l bis hin zu p<0,0001, fir die Konzentration 100pumol/ zum
Inkubationszeitpunkt 1 Stunde. Tabelle 10 zeigt die Wahrscheinlichkeit aller gefundenen
Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Ansatzen mit DMPS.
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Abbildung 17: Verdnderung des prozentualen Anteils der ,,Nichtlinear motilen Spermatozoen®
an den motilen Spermatozoen durch den Einflul3 von DMPS. Die verschiedenen Ansédtze mit
DMPS fuhren zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt zu einer signifikanten Erniedrigung

des Anteil ,,Nichtlinear motiler Spermatozoen” gegentiber den Kontrollansétzen.

Tabelle 10: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DMPS inkubierten
Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Der Antell ,Nichtlinear motiler
Spermatozoen” ist bei den Ansdizen mit DMPS signifikant erniedrigt. X: Unterschied,

signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l| DMPS 0,0005 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10pumol/l| DMPS 0,0019 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100pumol/| DMPS 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l| DMPS 0,0016 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10pumol/l| DMPS 0,0023 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100pumol/| DMPS 0,0192 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l| DMPS 0,0329 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10pumol/l| DMPS 0,0003 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100pumol/| DMPS 0,0016 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pmol/l| DMPS 0,0021 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10pumol/l| DMPS 0,0070 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l| DMPS 0,0138 x
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Der Anteil linearmotiler Spermatozoen wurde durch Zugabe von DMPS deutlich erhoht. Diese
Erhbhung des Anteils linearmotiler Spermatozoen zeigte sich Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum. Aul3erdem zeigte sich, dal3 jede der getesteten Konzentrationen von
1pmol/l bis 100umol/l DMPS in der Lage war, enen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe zu bewirken. Auch bei diesem Motilitétsparameter zeigte sich, dal3 bereits die
niedrigste Konzentration an DMPS (1umol/l) geniigte, um einen signifikanten Unterschied zu
bewirken. Abbildung 18 zeigt die Verdnderung des prozentualen Anteils linear motiler
Spermatozoen an den motilen Spermatozoen durch den Einfluf3 der Zugabe von DMPS in den
verschiedenen Konzentrationen zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten. Es wird
verdeutlicht, dal3 die Zugabe von DMPS zu den praparierten Spermatozoen zu einer Erhéhung
des prozentualen Anteils der linear motilen Spermatozoen an den motilen Spermatozoen fihrt.
Die zweisaitige Signifikanz erstreckt sich von p=0,0414 fur den Zeitpunkt 6 Stunden mit der
Konzentration 1 pmol/l bis hin zu p<0,0001 fir die Konzentration 100umol/ zum
Inkubationszeitpunkt 1 Stunde. Die Wahrscheinlichkeit der gefundenen Unterschiede sind in
Tabelle 11 dargestellt.

Die Geradeausgeschwindigkeit, die straight line velocity (VSL) der Spermatozoen wurde
durch die Zugabe von DMPS signifikant erhdht. Hierbei zeigten sich &hnliche Resultate wie sie
bereits bei DMSA gefunden wurden. Es kommt zu einer signifikanten Erhdhung der
Geradeausgeschwindigkeit, die sich wahrend des gesamten Inkubationszeitraumes und bel
jeder der getesteten Konzentrationen von DMPS findet. Abbildung 19 zeigt die Verdnderung
der Geschwindigkeit ,straight line velocity (VSL)“ der motilen Spermatozoen durch den
Einflud von DMPS zu den verschiedenen Mel3zeitpunkten. Auch hier konnte bereits bei der
geringsten Konzentration von DMPS (1pumol/l) ein deutlicher Effekt erzielt werden. Die
zweisaitige Signifikanz der gefundenen Unterschiede belief sich auf p=0,0201 fir den
Zeitpunkt 6 Stunden mit der Konzentration 1 pmol/l, as geringster, bis hin zu p<0,0001 fur die
Konzentration 100umol/ zum Inkubationszeitpunkt 1 Stunde, als grofdter. Die gefundenen

signifikanten Unterschiede sind in Tabelle 12 zusammenfassend dargestellt.
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Abbildung 18: Verénderung des prozentualen Anteils ,Linear motiler Spermatozoen” an den

motilen Spermatozoen durch den Einflu? von DMPS. Die verschiedenen Ansétze mit DMPS

unterscheiden sich zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt signifikant vom Kontrollansatz.

Es kommt zu ener Erhdhung des Anteils ,Linear motilen Spermatozoen® unter der

EinfluRnahme von DMPS.

Tabelle 11: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DMPS inkubierten

Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Der Anteil ,,Linear motiler Spermatozoen”
ist bel den Ansdizen mit DMPS sgnifikant erhdht. X: Unterschied, signifikant zur

Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h; k=Opmol/l vs. k=1pmol/l DMPS 0,0006 x
t=1h; K=Opmol/l vs. k=10pumol/l DMPS 0,0009 x
t=1h; K=Opmol/l vs. k=100umol/l DMPS 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l| DMPS 0,0004 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10pumol/l| DMPS 0,0002 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100pumol/| DMPS 0,0016 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/| DMPS 0,0144 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10pumol/l| DMPS 0,0027 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100pumol/| DMPS 0,0010 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/| DMPS 0,0414 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/| DMPS 0,0140 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/| DMPS 0,0022 x




Ergebnisse 47

n=20

50
v
S
3
£
*? W Oumol/l
(&)
° & 1umol/l
(O]
z & 10umol/l
£ @ 100pmol/l
=
2
o
®

Inkubationszeit in Stunden [h]

Abbildung 19: Veranderung der Geschwindigkeit ,straight line velocity (VSL)* der motilen
Spermatozoen durch den Einfluf3 von DMPS. Die verschiedenen Ansdtze mit DMPS fihren zu
jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt zu einer Signifikanten  Erhdhung  der
Geradeausgeschwindigkeit (VSL).

Tabelle 12: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DMPS inkubierten
Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Die Geradeausgeschwindigkeit ist bei den
Stichproben denen DMPS zugesetzt wurde deutlich erhoht. X: Unterschied, signifikant zur
Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l| DMPS 0,0002 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10pumol/l| DMPS 0,0002 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100pumol/| DMPS 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l| DMPS 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10pumol/l| DMPS 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100pumol/| DMPS 0,0001 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l| DMPS 0,0201 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10pumol/l| DMPS 0,0002 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100pumol/| DMPS 0,0015 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1pmol/l| DMPS 0,0040 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10pumol/l| DMPS 0,0029 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100pumol/l| DMPS 0,0013 x
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3.2.4. DL-Penicillamin

Die Daten von 20 ausgewerteten Ejakulaten wurden hier statistisch ausgewertet.

DL-Penicillamin konnte den Anteil nichtlinear motiler Spermatozoen gegeniber der
Kontrollgruppe signifikant erniedrigen. Bereits die geringste Konzentration (1pmol/l) des
Chelatbildners fihrte zu einer deutlichen Erniedrigung des Anteils nichtlinear motiler
Spermatozoen. Aber auch alle anderen getesteten Konzentrationen von DL-Penicillamin
fuhrten zu jedem Inkubationszeitpunkt zu einer dignifikanten Erniedrigung dieses
Motilitdtsparameters. Abbildung 20 zeigt die Veradnderung des prozentualen Anteils nichtlinear
motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen durch den EinflulR von
DL-Penicillamin zu den verschiedenen Mef3zeitpunkten. Diese Abbildung verdeutlicht, dal3 die
Kontrollgruppe zu jedem gemessenen Zeitpunkt einen grof3eren Antell nichtlinear motiler
Spermatozoen enthdlt. Die zweiseitigen Signifikanzen fur die Unterschiede zwischen der
Kontrollgruppe und den Ansétzen, die mit DL-Penicillamin inkubiert wurden, erstrecken sich
von p=0,0228, fur den Zeitpunkt 6 Stunden mit der Konzentration 1 pmol/l bis hin zu
p<0,0001 fir die Konzentration 10umol/ zum Inkubationszeitpunkt 2 Stunden. Tabelle 13
stellt die Wahrscheinlichkeit aller gefundenen Unterschiede zwischen den Kontrollansétzen und

den Ansétzen mit DL-Penicillamin dar.

Die Zugabe von DL-Penicillamin zu den préparierten Spermatozoen fuhrt zu einer Erhdhung
des prozentualen Anteils der linear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen
(Abbildung 21). Diese Veradnderung zeigte sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum und
war bereits bei der geringsten Konzentration (1umol/l) nachweisbar. Die zweiseitige
Signifikanz fir die gefundenen Unterschiede erstreckt sich von p=0,0027 fur den Zeitpunkt
6 Stunden mit der Konzentration 1 pmol/l bis hin zu p<0,0001 fir die Konzentration
10 pmol/ zum Inkubationszeitpunkt 2 Stunden. Tabelle 14 zeigt eine Auflistung aller
gefundenen Unterschiede zwischen den Ansdtzen mit DL-Penicillamin  und den

Kontrollansétzen.



Ergebnisse

49

n=20

Anteil nichtlinearmotiler Spermatozoen
an den motilen Spermatozoen [%]

1 2 4

Inkubationszeit in Stunden [h]

W Oumol/l

@ 1pmol/l
& 10umol/l
@ 100umol/l

Abbildung 20: Verénderung des prozentualen Anteils ,,Nichtlinear motiler Spermatozoen” an

den motilen Spermatozoen durch den Einfluf3 von DL-Penicillamin. Die verschiedenen Ansétze

mit DL-Penicillamin haben zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt einen signifikant

geringeren Anteil ,,Nichtlinear motiler Spermatozoen®.

Tabelle 13: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DL-Penicillamin

inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Der Anteil ,,Nichtlinear motiler

Spermatozoen“ ist bel den Ansdizen mit DL-Penicillamin signifikant

X: Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0004 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/l DL-Penicillamin 0,0010 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0015 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/l DL-Penicillamin 0,0228 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0052 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0045 x

erniedrigt.
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Abbildung 21: Verénderung des prozentualen Anteils der ,Linear motilen Spermatozoen” an

den motilen Spermatozoen durch den Einfluf3 von DL-Penicillamin. Die verschiedenen Ansétze

mit DL-Penicillamin unterscheiden sich zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt signifikant

von den Kontrollansdtzen und fuhren zu einer deutlichen Erhéhung des Antells ,,Linear motile

Spermatozoen”.

Tabelle 14: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DL-Penicillamin

inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Der Anteil ,Linear motiler

Spermatozoen” ist bei den Ansétizen mit DL-Penicillamin signifikant erhdht. X: Unterschied,

signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0004 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0003 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0002 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0003 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0002 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/l DL-Penicillamin 0,0027 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
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Auch die Geradeausgeschwindigkeit wurde durch die Zugabe von DL-Penicillamin signifikant
erhdht (Abbildung 22). Dies zeigte sich Uber den gesamten Beobachtungszeitraum. Wie bei
den anderen beiden Chelatbildnern (DMSA, DMPS) kam es bereits bei der geringsten
Konzentration von DL-Penicillamin (1umol/l) zu einem signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe. Die zweiseitige Signifikanz dieser Unterschiede erstreckt sich von p=0,0026
fur den Zeitpunkt 6 Stunden mit der Konzentration 100 pmol/l bis hin zu p<0,0001 fur die
Konzentration 10 pmol/ zum Inkubationszeitpunkt 2 Stunden. Tabelle 15 zeigt eine

Zusammenfassung aller diesbezuiglich gefundenen signifikanten Unterschiede.

n=20
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Abbildung 22: Veranderung der Geschwindigkeit ,straight line velocity (VSL)“ der motilen
Spermatozoen durch den Einflul3 von DL-Penicillamin. Die verschiedenen Ansdtze mit
DL-Penicillamine unterscheiden sich zu jedem gemessenen Inkubationszeitpunkt signifikant
von den Kontrollansétzen und weisen Spermatozoen mit  einer  erhGhten

Progressivgeschwindigkeit auf.
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Tabelle 15: Die Tabelle zeigt die Wahrscheinlichkeit (p) mit der sich die mit DL-Penicillamin
inkubierten Stichproben von der Kontrollgruppe unterscheiden. Die Geradeausgeschwindigkeit
ist bel den Stichproben denen DL-Penicillamin zugesetzt wurde deutlich erhoht. X:

Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

Verglichene Stichproben: p - zweiseitig:
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=1h;k=0pmol/l - t=1h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0002 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=1pmol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=2h;k=0pmol/l - t=2h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=1pumol/l DL-Penicillamin 0,0012 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0003 x
t=4h;k=0pmol/l - t=4h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0001 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=1umol/l DL-Penicillamin 0,0007 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=10umol/l DL-Penicillamin 0,0008 x
t=6h;k=0pmol/l - t=6h;k=100umol/l DL-Penicillamin 0,0026 x

3.3. Vergleich des Einflusses von DMPS, DMSA und DL-Penicillamin auf die

Motilitét von humanen Spermatozoen nach 2 Stunden Inkubationszeit

Bel dieser Untersuchung wurden die Substanzen DMPS, DMSA und DL-Penicillamin fir
2 Stunden mit aufbereiteten Spermatozoen inkubiert. Ein Ansatz enthielt 100 pmol/l der
jeweiligen Substanz as Endkonzentration. Nach der Inkubationszeit wurden die
Motilitdtsparameter mit Hilfe der CASA erfalit. Der Rest des Ansatzes wurde fur die
Zinkbestimmung mit der Atomabsorptionsspektrometrie aufbewahrt. Bei dieser Untersuchung
wurden insgesamt 21 Ejakulate verwendet. Bel der statistischen Analyse der gefundenen Daten
fanden sich ebenfalls bei den Motilitétsparametern ,,Nichtlinear motile Spermatozoen*, ,, Linear
motile Spermatozoen” und ,,motile Spermatozoen VSL* die schon in den Versuchen Uber

sechs Stunden gefundenen signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe.

Der Antell nichtlinear motiler Spermatozoen wurde durch die Zugabe der Chelatoren in den
angegebenen Konzentrationen signifikant reduziert. Bei einem Vergleich der Chelatoren
untereinander zeigt sich, dal3 sowohl zwischen DMSA und DMPS (zweisaitige Signifikanz
p=0,643), as auch zwischen DMSA und DL-Penicillamin (zweiseitige Signifikanz
p=0,663) und zwischen DMPS und DL-Penicillamin (zweiseitige Signifikanz p=0,19) kein
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signifikanter Unterschied beziglich der Wirkung auf den Anteill nichtlinear motiler
Spermatozoen festzustellen besteht (Abbildung 23). Esist ersichtlich, dal3 DL-Penicillamin den
Anteil nichtlinear motiler Spermatozoen am starksten zu reduzieren vermag, obwohl sich dieser
Chelatbildner in seiner Wirkung nicht signifikant von den anderen Chelatbildnern abgrenzt.
Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wies der Chelator DM SA mit p=0,0044 (zweiseitige
Signifikanz), DMPS mit p=0,0082 (zweiseaitige Signifikanz) und DL-Penicillamin mit p=0,003

(zweisaitige Signifikanz) einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 23: Veranderung des prozentualen Anteils der ,,Nichtlinear motilen Spermatozoen*
an den motilen Spermatozoen durch die Wirkung der Chelatoren DMSA, DMPS und D-
Penicillamine. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden wies der Chelator DMSA mit
p=0,0044, DMPS mit p=0,0082 und D-Penicillamine mit p=0,003 einen signifikant geringeren
Antell ,Nichtlinear motiler Spermatozoen® as die Kontrollgruppe auf. X: Unterschied,

signifikant zur Kontrollgruppe.

Der Antell linear motiler Spermatozoen steigert sich durch Zugabe der Chelatoren. Auch
hierbei scheint DL-Penicillamin den stérksten Effekt auf die Spermatozoen zu haben, denn der
Antell linear motiler Spermatozoen ist bei diesem Ansatz am groften. Bei einem Vergleich der
Chelatoren untereinander zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Weder zwischen DM SA
und DMPS (zweiseitige Signifikanz p = 0,905), noch zwischen DMSA und DL-Penicillamin
(zweiseitige  Signifikanz p = 0,34) und auch nicht zwischen DMPS und
DL-Penicillamin (zweiseitige Signifikanz p = 0,23) kein signifikanter Unterschied beziiglich
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der Wirkung auf den Motilitétsparameter linear motile Spermatozoen. Abbildung 24 zeigt die
Veranderung des prozentualen Anteils der linear motilen Spermatozoen an den motilen
Spermatozoen durch die Wirkung der Chelatoren DM SA, DMPS und DL-Penicillamin. DMSA
weist mit p=0,0013 (zweisaitige Signifikanz), DMPS mit p=0,0006 (zweiseitige Signifikanz)
und DL-Penicillamin mit p=0,001 (zweiseitige Signifikanz) einen signifikanten Unterschied im

Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 24: Verénderung des prozentualen Anteils der ,Linear motilen Spermatozoen” an
den motilen Spermatozoen durch die Wirkung von DMSA, DMPS und DL-Penicillamine.
Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden unterschied sich DMSA mit p=0,0013 , DMPS mit
p=0,0006 und D-Penicillamine mit p=0,001 signifikant, mit einem héheren Anteil linearmotiler

Spermatozoen, von der Kontrollgruppe. X: Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

Unter dem Einflul® der eingesetzten Chelatbildner kam es zu einer signifikanten Zunahme der
Geradeausgeschwindigkeit (VSL) (Abbildung 26). Die schnellsten Spermatozoen enthielt der
Ansatz mit DL-Penicillamin. Bel einem Vergleich der Chelatoren untereinander zeigt sich, dafi3
zwischen den Chelatoren DMSA und DL-Penicillamin noch einmal ein signifikanter
Unterschied (zweiseitige Signifikanz  p=0,011) beziglich der Wirkung auf den
Motilitétsparameter ,VSL* der motilen Spermatozoen festzustellen ist. Das heif3t, dafi
DL-Penicillamin einen deutlich stérkeren Einflu? auf diesen Motilitatsparameter nimmt als
DMSA. Der Vergleich der beiden Ubrigen Paare, zwischen DMSA und DMPS (zweiseitige
Signifikanz p=0,276) und zwischen DMPS und DL-Penicillamin (zweiseitige Signifikanz
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p=0,08), ergab keinen Unterschied. Abbildung 25 zeigt die Verdnderung der straight line
velocity (VSL) der motilen Spermatozoen durch die Wirkung der Chelatoren DMSA, DMPS
und DL-Penicillamin jeweils in einer Konzentration von 100umol/l. DM SA weist mit p=0,0206
(zweiseitige  Signifikanz), DMPS mit p=0,0032 (zweiseitige Signifikanz) und
DL-Penicillamin mit p=0,0006 (zweiseitige Signifikanz) einen signifikanten Unterschied zur

Kontrollgruppe auf.
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Abbildung 25: Verdnderung der ,straight line velocity (VSL)* der motilen Spermatozoen
durch die Wirkung der Chelatoren DMSA, DMPS und DL-Penicillamine. Nach einer
Inkubationszeit von 2 Stunden wies DMSA mit p=0,0206, DMPS mit p=0,0032 und
DL-Penicillamine mit p=0,0006 eine signifikant hthere , straight line velocity (VSL)" als die
Kontrollgruppe auf. X: Unterschied, signifikant zur Kontrollgruppe.

3.4. Zinkkonzentration der Spermatozoen

In diese Untersuchung gingen Daten von 19 Ejakulaten ein. Gemessen wurde die
Zinkkonzentration der Ansdtze mit 100 pmol/l DMSA, 100 pmol/l DMPS, 100 pmol/l
DL-Penicillamin und der Kontrollansatz nach einer Inkubationszeit von zwel Stunden. Die
statistische Analyse der Stichproben ergab keine Normalverteilung. Deshalb fand zum
Vergleich der Daten der VVorzeichentest Anwendung. Tabelle 16 zeigt die gefundenen Mediane
und Mittelwerte der Zinkkonzentration der Spermatozoen in ng/10° Spermatozoen, auch
weitere deskriptive Daten sind dargestellt.
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Tabelle 16: Zinkgehalt von Spermatozoen in ng/10° Spermatozoen vor und nach Inkubation

fur zwea Stunden mit verschiedenen Chelathildnern.

Ansatz: Median: Mittelwert: Min.-Wert: Max.-Wert: 25%-Perzentile: 75%-Perzentile:
Kontrollansatz: 23,7 30,7 4.8 92,5 12,7 34,9
100umol/l DMSA: 27,7 31,6 6,2 93,7 16,9 36,2
100umol/l DMPS: 21,9 28,9 3,7 96 14,6 30,5
100umol/l D-Pen: 24,1 27,8 9,3 70,1 14,8 32,4

Der Vergleich des Kontrollansatzes mit den Ansétzen, denen die Chelatoren zugesetzt wurden,
ergab keinen sdignifikanten Unterschied. Die zweiseitige Signifikanz betrug fiar den
Kontrollansatz und DMSA p=0,064, fur den Kontrollansatz und DMPS p=1 und fir den
Kontrollansatz und DL -Penicillamin p=0,65.

Abbildung 26 zeigt die Zinkkonzentration in ng/10° Spermatozoen fir die verschiedenen
Ansédtze nach einer Inkubationszeit von zwel Stunden. Man erkennt deutlich, dal3 sich die

Zinkkonzentration der Spermatozoen in alen Ansdtzen in sehr engen Grenzen bewegt.
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Abbildung 26: Zinkkonzentration in ng/10° Spermatozoen firr die verschiedenen Ansitze nach
einer Inkubationszeit von zwel Stunden. Die statistische Untersuchung, dal3 es zwischen den

Ansétzen mit den Chelatoren und dem Kontrollansatz keinen signifikanten Unterschied gibt.
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4. Diskussion

4.1. Methodische V oraussetzungen

Fur die Bestimmung von Zink in Samenproben gibt es die unterschiedlichsten Methoden. In
dieser Arbeit kam die Atomabsorptionsspektrometrie mit einer Graphitrohrtechnik zur
Anwendung. Dald die AAS ein etabliertes Verfahren zur Bestimmung von Zink bei
Spermatozoen ist, bezeugen zahlreiche Untersuchungen (Eliasson & Lindholmer, 1971,
Calvin et 4d. 1975 Kvist, 1980a; Kavanagh, 1985; Saaranen et al., 1987,
Carreras & Mendoza, 1990; Noack-Fuller et al., 1993). Die bekannte Stérmdglichkeit der
Flammen-AAS, die Oxidbildung, kann hier durch eine Intergasatmosphdre mit Argon als
Schutzgas in der Graphitrohre verhindert werden. Der Vortell der Graphitrohrkivette
gegeniiber der konventionellen Methode ist auf3erdem ein wesentlich langeres Verbleiben der
Atome im Strahlengang, wodurch sich auch extrem kleine Substanzmengen quantitativ
bestimmen lassen. Die Graphitrohrtechnik ist mit einer Nachweisgrenze von 0,001 pg/l fir
Zink wesentlich sensitiver als die Flammen-Technik mit einer Nachweisgrenze von 1ug/l. Die
AAS ist somit ein Verfahren hoher Empfindlichkeit und Spezifitdt bei gleichzeitig geringer
Storanfalligkeit (Welz, 1983). Neben den im Tell Material und Methoden bereits erwadhnten
Vorsichtsmal3nahmen  beziglich einer  Kontamination mit  Zink  wahrend  der
Probenvorbereitung wurden fir die Arbeit an der AAS spezielle Pipettenspitzen verwendet und
es wurde darauf geachtet, dal3 die Zinklampe ausreichend Zeit zum Vorglihen und somit eine
stabile Strahlenemission hatte.

4.2. Computer assisted Semen Analysis (CASA)

Die Einfihrung der CASA in die Analyse von Ejakulaten hat die Méglichkeit hervorgebracht,
Parameter der Motilitdt von Spermatozoen zu messen, die mit blofiem Auge unter dem
Mikroskop nicht zu erfassen gewesen wéaren (Vantman et al., 1988). Insbesondere die
Messung der Geschwindigkeit der Spermatozoen und die hieraus berechneten Parameter, wie
zum Beispidl die Geradeausgeschwindigkeit, konnten nicht erfal3t und ausgewertet werden. Die
gebrauchlichsten Systeme sind der Hamilton-Thorn-Motion-Analyser
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(HTM-System; Hamilton-Thorn Research, Danvers, USA), das CTS-System (Motion Analysis
Corp., Santa Rosa, USA), das Cell-Soft-System (Cell Soft, Cryo Resources Ltd., New Y ork,
NY) und der Stromberg-Mika-Cell Motion Analyser (SM-CMA; Stromberg-Mika, Bad
Feilnbach, Deutschland). Die Analyse der Motilitatsparameter wurde in dieser Arbeit mit einem
SM-CMA durchgefuhrt. Fur die Verwendung von CASA in der Routinediagnostik ist eine
Vergleichbarkeit der verschiedenen CASA-Systeme untereinander und auch die
Vergleichbarkeit der CASA Mef3ung zur Auszahlung mit dem Mikroskop notwendig
(Krause et al., 1993). Untersuchungen hierzu ergaben kein einheitliches Bild. Jasko et al.
(1990) fanden grof3e Unterschiede von ein und derselben Samenprobe bei der Analyse per
Hand und mittels CASA. Andere Autoren hingegen fanden keine bis geringfiigige Unterschiede
diesbeziiglich (Davis & Katz, 1992; Krause et al., 1993). Da in dieser Arbeit besonderes
Augenmerk auf die Veranderung der Motilitdtsparameter gerichtet wurde, spielte der
Vergleich zu anderen CASA Systemen eher eine hintergrindige Rolle. Im Vordergrund
standen madglichst optimale, reproduzierbare Testbedingungen. Hierfir war die Wahl von
zweckbezogenen Einstellungen der Systemparameter der CASA (Knuth et a., 1987) und die
Optimierung der physikalischen Bedingungen, wie z.B. die Temperatur der Zahlkammer
notwendig (Albe et al., 1988). Die in dieser Arbeit verwendete Makler-Zahlkammer
(Makler, 1980) zeichnete sich durch ihre gute Handhabung aus. Ein weiterer wichtiger
Parameter, der bei den verschiedenen CASA Systemen unterschiedlich zu sein scheint, ist die
Spermatozoenkonzentration mit der eine optimale Reproduzierbarkeit der Mel3ergebnisse
erreicht werden kann. Bel der Verwendung des Cell-Soft Systems sollen Proben mit einer
Konzentration kleiner as 40 Mio. Sperm./ml verwendet werden, um madglichst exakte
Geschwindigkeitsparameter zu erhalten (Vantman et al., 1988). Seibert et al. (1988) hingegen
empfehlen fir den IBM-kompatiblen Bildanalysecomputer eine Spermatozoendichte von
kleiner als 70 Mio. Spermatozoen/ml. Fur den in dieser Arbeit verwendeten SM-CMA wurde
dagegen eine Spermatozoendichte von 50 - 150 Mio. Spermatozoen/ml empfohlen, um
moglichst exakte Messungen durchfuhren zu kénnen (Toni et a., 1995). Die Messung mit
einer relativ hohen Spermatozoendichte kam dieser Arbeit sehr entgegen, da so bei einer
Mindestregistrierung von 100 Spermatozoen pro Probe und Zeitpunkt oft nur wenige
Messungen notwendig waren. Dies ermdglichte die Testung vieler verschiedener Substanzen in
verschiedenen Konzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten an nur einem Ejakulat.
AuRBerdem wurde durch die kurze Verwelldauer der Probe unter dem Mikroskop die Gefahr
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der lichtinduzierten Temperaturerhdhung, die mit einer Erhdhung der Motilitdt einhergeht,
minimiert (Toni et al., 1995).

Auch wenn sich mit der Einfuhrung der CASA eine Menge neuer Mdaglichkeiten zur
Beurteilung der Spermatozoenmotilitdt ergeben haben, sind zur Beschreibung spezieller
Prozesse wie zum Beispiel der Hyperaktivitét noch weitere Entwicklungen notwendig (Grunert
et a., 1990; Burkmann et al., 1991; Kuo et a., 1998).

4.3. Die Bedeutung der Moatilitat

Fur die Befruchtung der Eizelle, sowohl auf nattirlichem Wege, als auch bei einigen kiinstlichen
Befruchtungsmethoden, ist die Motilitdt der Spermatozoen unverzichtbar. Die Motilitét
gewdhrleistet zum einen den Transport des mannlichen Erbguts durch den weiblichen
Genitaltrakt, wobei das Spermatozoon im Uterus passiv transportiert wird, zum anderen
bewerkstelligt sie das Durchdringen der Eihtlle (Cooper, 1986).

Bel der Ejakulation werden die Spermatozoen in der Vagina deponiert und wandern nach der
Liquifizierung aus dem Koagulum in die Zervix des Uterus. Von dort bewegen sie sich tiber
den Korpus uteri in den Eileiter, in dessen Ampulle die Befruchtung stattfindet. Um den Weg
bis dorthin zu bewadltigen, ist eine progressive, nach vorne gerichtete Motilitét unverzichtbar.
Diese zeichnet sich durch eine geringe Amplitude und eine hohe Schlagfrequenz aus. Hat das
Spermatozoon erst einmal die Eizelle erreicht, ruckt der raumgewinnende Charakter der
Spermatozoenbewegung in den Hintergrund. Jetzt mufl} das Spermatozoon die Eihllle
durchdringen. Hierfur andert sich das Bewegungsmuster in eine Form, die as " Hyperaktivitét”
bezeichnet wird. Die Hyperaktivitdt findet man ausschliefdlich im Ovidukt. Sie zeichnet sich
dadurch aus, dal3 der Ausschlag des Flagellums kréftiger und die Amplitude des
Flagellumschlages grof3er wird und der Spermatozoenkopf kréftige Hin- und Herbewegungen
vollzient. Durch die Anderung ihres Bewegungsmusters verlieren die Spermatozoen ihre
Progressivmotilitét, erhdhen aber ihre Durchdringungskraft, die zur Uberwindung der &uleren
und inneren Eihdlle notwendig ist. Dieser Sachverhalt zeigt, dal3 fir eine Befruchtung das
schlichte Vorhandensein von Matilitét nicht ausreicht. Die Qualitdt der Bewegung sowie die
Anderung des Bewegungsmusters sind weitere wichtige Aspekte der Spermatozoenmotilitét.
Mal3geblichen Einflul auf das Bewegungsmuster konnte hierbei Zink nehmen, denn als

Weichmacher der Mantelfasern, die as Strukturelement des Fagellums von elementarer
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Bedeutung sind, nimmt es Einflu3 auf die Form des Flagellums und somit auch auf das
Bewegungsmuster. Aus diessm Grund befadt sich diese Arbeit mit den
Beeinflussungsmadglichkeiten der Motilitét durch die Zugabe von Zink und durch die Zugabe
von Chelatbildnern, die den Spermatozoen Zink entziehen sollen. Hierbel sollte versucht
werden, mehr Uber die Mechanismen in Erfahrung zu bringen, die fiir eine Anderung der
Motilitét verantwortlich sein konnen.

Ein anderer wichtiger Vorgang, der sich bel dem Zusammentreffen von Spermatozoon und
Eizelle ereignet und das Eindringen des Spermatozoons in diese ermoglicht, ist die
Akrosomreaktion. Dabei kommt es durch die Fusion der Plasmamembran der Eizelle mit der
auf3eren akrosomalen Membran des Spermatozoon zur Freisetzung der akrosomalen Enzyme
(wie z.B. Akrosin, Hyaluronidase), die dem Spermatozoon das Vordringen in die Eizelle
ermoglichen (Fritsch, 1998).

In Anbetracht dieser Aufgaben ist bel der Untersuchung der méannlichen Fertilitét die Motilit&t
ein sehr wichtiger Parameter. Die Tatsache, dal’ die Generierung des Bewegungsmusters
letztendlich nicht vollstdndig geklért ist, macht es notwendig, mehr Uber die Funktion und
damit auch tber die Beeinflussungsmoglichkeiten der Motilitét von Spermatozoen in Erfahrung

zu bringen.

4.4. Die Bedeutung der Morphologie der Spermatozoen fir die Motilitét

Eine regelrechte Morphologie ist fir das Spermatozoon eine unbedingte Voraussetzung, um
den Weg bis zur Eizelle bewéltigen zu kénnen. Aus diesem Grund lag das Bestreben vieler
Untersuchungen darin, ein morphologisches Korrelat fur eine Fehlfunktion der Spermatozoen,
wie zum Beispiel den Verlust der Matilitét, zu finden (Mc Clure, 1983; Ryder, 1990;
Haidl & Becker, 1991).

Diese Arbeit befaldt sich mit der Motilitdt von Spermatozoen. Strukturen, die hierfir
verantwortlich sind, befinden sich im Fagellum. Aber auch Strukturdefekte an anderen
Lokalisationen konnen dafir verantwortlich sein, dal3 der Weg zur Eizelle nicht bewadltigt
werden kann. So fanden Katz et al. (1990), dal3 sich einige Spermatozoen bei gleichen
Motilitdtsparametern langsamer durch den Zervixschleim bewegten als andere. Dies wurde auf

einen erhdhten Widerstand des Spermatozoenkopfes zuriickgefuhrt.
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Bel der Untersuchung von Spermatozoen und dem Versuch, funktionelle Defekte einem
morphologischem Korrelat zuzuordnen, hat sich das Elektonenmikroskop als besonders
geeignet erwiesen (Mc Clure, 1983). In einer Untersuchung von Ryder (1990) wurden
Spermatozoonflagellen von insgesamt 400 Patienten mit Hilfe eines Elektronenmikroskopes
betrachtet. Die untersuchten Spermatozoen wiesen entweder keine oder nur eine geringe
Beweglichkeit auf. Als Ergebnis der Untersuchung wurden bei 3% der Spermatozoen Defekte
an den Dyneinarmen, bel 1% das Fehlen des zentralen Mikrotubuli-Paares, bei 23% die
Kombination mehrerer Abnormitéten nebeneinander, bel 23% eine Necrospermie mit
degenerierten Flagellen und in 51% morphologisch vdllig intakte Spermatozoen gefunden. In
einer anderen Arbeit (Haidl & Becker, 1991) wurden Spermatozoen, die lichtmikroskopische
Defekte, wie z.B. Kaliberschwankungen des Schaftes, unscharfe Begrenzung des Schaftes,
Ausdinnung des Flagellum oder Verlust des Endstickes aufwiesen, mit einem
Transmissionselektronenmikroskop untersucht. Hierbel fand sich oftmals die Kombination von
mindestens zwel Defekten. Haufig wurde das Fehlen von Mikrotubulipaaren des Axonem mit
dem Fehlen der korrespondierenden Mantelfaser gemeinsam beobachtet. Noch haufiger fand
sich eine Kombination eines Defektes an den Mantelfasern und eines Membrandefektes.
Ebenso wurden isolierte Defekte der Mantelfasern beobachtet; praktisch nie wurde ein Defekt
der fibrosen Hulle gefunden (Haidl & Becker, 1991). Andere Untersuchungen zeigten, dal3
Mantelfasern in einem Flagellum in abnormer Anzahl oder in desorganisierter Form vorliegen
kénnen (Mc Clure et al., 1983; Dadoune, 1988). Es wurde die Schlul¥folgerung gezogen, dal3
ein betrachtlicher Anteil der Flagellumstérungen, die zu einer Einschréankung der Motilitat
fuhren, auf einen morphologischen Defekt der Mantelfasern zurtickzufiihren sein konnte. Als
Ursache fir diese Flagellumstérungen wurden entziindliche, toxische, sowie zu einem grof3en
Teil genetische Ursachen angefiihrt (Haidl & Becker, 1991).

Fur die Tatsache, dal3 genetische Ursachen bel Flagellumstérungen von Spermatozoen eine
Rolle spielen, sprechen Krankheitsbilder, beli denen es neben der Stérung am Spermatozoon
auch zu Defekten an anderen Organen kommt. Bel dem Kartagener Syndrom (Afzelius et al.,
1979) fehlen die Dyneinarme der Mikrotubuli, sowohl in den Flagellen der Spermatozoen, als
auch in den Zilien des Atemwegepithels. Gleichzeitig liegt ein Situs inversus vor und es kommt
zu Bronchiektasien. Von Neugebauer (1990) wurde fur die Kombination von dem Fehlen des
zentralen Mikrotubuli-Paares oder dem kompletten Axonem, der Verdickung der fibrosen

Hulle, einem kurzem Mittelstiick mit defekten Mitochondrien der Spermatozoen und einem
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Fehlen des zentralem Mikrotubuli-Paares der Nasenzilien in 15% der Félle ein eigensténdiges
Syndrom gefordert.

In der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Ryder (1990) konnte bei 400
untersuchten Ejakulaten mit einer gestrten Spermatozoenmotilitét lediglich in 49 % ein
morphologisches Korrelat gefunden werden. Bei den anderen 51 % fand sich eine intakte
Morphe. Bei diesen 51 % besteht die Moglichkeit, dal3 die Stérung der Matilitét nicht durch
einen strukturellen, sondern durch einen funktionellen Defekt/Aspekt verursacht wurde. Aus
diesem Grund sind Untersuchungen zu funktionellen Aspekten der Spermatozoenmotilitét, wie

siein dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, sehr wichtig.

4.5 Generierung der Motilitdt der Spermatozoen

Die aktive Erzeugung der Bewegung findet im Flagellum statt. Die neun &uferen Doppel-
Mikrotubuli des Axonems mit ihren inneren und auf3eren Dyneinarmen stellen den eigentlichen
Motor des Spermatozoons dar. Die Dyneinarme besitzen ATPase - Aktivitét, die ATP zu ADP
und Phosphat spaltet und dadurch Energie freisetzt. Diese Energie wird dazu genutzt, die
Dyneinarme an das benachbarte Doppelmikrotubulipaar gleiten zu lassen und so eine Biegung
des Axonems zur einen Seite zu bewirken (Lindemann & Kanous, 1997). Werden die
Dyneinarme der anderen Seite aktiviert, so kommt es zu einer Biegung des Axonems, und
somit auch des Flagellums in die andere Richtung. Auf diese Weise kommt der oszillierende
Schlag des Spermatozoonflagellums zustande. Einen detaillierten Uberblick tber die
Entstehung der Motilitdt geben Lindemann & Kanous (1997). Das benttigte ATP wird
anaerob aus der Glykolyse und aerob aus der Atmungskette der sich im Mittelstiick des
Flagellums befindlichen Mitochondrien gewonnen. Um ein progressives, nach vorne gerichtetes
Bewegungsmuster erreichen zu kdnnen, ist das ATP aus der Atmungskette unverzichtbar. Es
wurde gezeigt (Folgero et al., 1993), dal3 hierfur das ATP ausschlief3lich aus der Glykolyse
nicht ausreichen wirde.

Eine besonders wichtige Rolle fir das Bewegungsmuster der Spermatozoen scheinen die
Mantelfasern zu spielen, die das Axonem auf ca 60% seiner Lange begleiten. Ihnen wird
hierbei eher eine passiv-elastische, as eine aktive Funktion bei der Bewegungsentwicklung
zugeschrieben (Fawcett, 1975; Stalf et al., 1993; Haidl et a., 1993; Henkel et a., 2001). Auf
ihre Funktion wird detailliert in Kapitel 4.8.3.2.1. eingegangen.
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4.6. Der Nebenhoden und seine Bedeutung fir die Motilitét der Spermatozoen

Im Nebenhoden vollziehen die Spermatozoen einen Prozeld, der als Reifung (Fritsch,
Trenkwalder & Schill, 1985) bezeichnet wird. Hierbei erlangen die Spermatozoen die Fahigkeit
zur Progressivmotilitdt (Chevrir & Dachieux, 1988) und zur Befruchtung der Eizelle (Mann &
Lutwak-Mann, 1981; Haidl et al., 1994).

Eine wichtige Funktion erfillt hierbei das Nebenhodenepithel. Esist sowohl zur Resorption, als
auch zur Sekretion beféhigt. Die Basalzellen des Epididymis fungieren unter anderem als
Makrophagen, die degenerierte Spermatozoen phagozytieren kdnnen. In einer histochemischen
Untersuchung wurde nachgewiesen, dal3 an die Basalzellen des Epididymis die gleichen
Antikdrper gebunden haben wie an fixe Gewebsmakrophagen (Yeung et a., 1994).

Die Zunahme der Motilitét geht mit einer Anderung des Bewegungsmusters einher. Dieses
andert sich von einem nicht progressivmotilen Flagellumschlag mit niedriger Frequenz und
hoher Amplitude im Rete testis und Caput epididymis (Mohri & Y anagimachi, 1980; Cooper,
1986; Mathieu et a., 1992) zu einem Flagellumschlag mit geringer Amplitude und hoher
Frequenz im Bereich von Corpus und Cauda epididymis (Bedford et a., 1973; Bork et a.,
1988; Chevrir & Dachieux, 1988; Haidl et a., 1994). Yeung et a. (1993) zeigten, dal3 die
Beweglichkeit von humanen Spermatozoen vom Rete testis Uber Caput epididymis, hin zum
Corpus epididymis zunimmt. Diese Zunahme zeigte sich fir die Motilitdtsparameter VSL,
VCL, VAP und auch fir den Antell der motilen Spermatozoen an der Gesamtmenge der
Spermatozoen. Im letzten Stick des Nebenhodens, der Cauda epididymis, nehmen diese
Bewegungsparameter dann wieder leicht ab. Untersuchungen zu diesem Thema wurden auch
an anderen Saugetierspezies durchgefiihrt, so zum Beispiel beim Schafsbock (Pariset et al.,
1985; Amann et al., 1987), beim Bullen (Acott et al., 1983), beim Eber (Bork et al., 1988),
beim Schimpansen (Gould et al., 1988) und bel der Ratte (Yeung et al., 1992).

Waéhrend der Nebenhodenpassage kommt es zu einer Zunahme der Rigiditét des Flagellums,
Eine Erklarung fir die Anderung des Bewegungsmusters und auch fir die Zunahme der
Steifigkeit des Spermatozoonflagellum wird von Bedford und Calvin (1974) in der Ausbildung
von Disulfidbriicken im Bereich der Mantelfasern und der fibrosen Hille vermutet. Bei der
Ratte kommt es parallel zur Abnahme der freien Sulfhydrylgruppen auch zu einer Reduktion
des Zinkgehaltes der Spermatozoen (Calvin et a., 1975). Wahrend der Nebenhodenpassage
wird so der Zinkgehalt der Spermatozoen um ungefahr 60% reduziert (Srivastava et al., 1983;
Kaminska et al., 1987). Diese Zinkreduktion findet sowohl im Flagellum als auch im Kopf des
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Spermatozoons statt (Calvin, 1981). Diese Beobachtungen haben zu Uberlegungen gefiihrt,
dai3 die Zinkreduktion im Flagellum des Spermatozoons, die Aushildung von Disulfidbriicken
und die Entwicklung von Progressivmotilitét in einem engen Zusammenhang stehen. Zink
scheint hierbei eine Schlusselrolle einzunehmen. Diesen Beobachtungen wurde im Rahmen
dieser Arbeit weiter nachgegangen.

Mit zunehmendem Lebensalter steigt der Zinkgehalt der gakulierten Spermatozoen an, was
seine Ursache in ener nachlassenden Nebenhodenfunktion haben koénnte. Schirren und
Bettendorf (1987) fanden beim Rattenmodell, dal3 die Anzahl der Leydigzellen wahrend des
Lebens besténdig abnimmt. Dies fuhrt zu einer Reduktion der Androgenkonzentration und zu
einer Abnahme der Zinkelimination, die bei der Ratte androgenabhénig ist. Als Indikatoren fir
die Funktionsfahigkeit des Nebenhodens sind Carnitin und o-Glucosidase bekannt (Schrader,
1986). Besonders o-Glucosidase, welche im Corpus und Cauda des Epididymis, sowie im
proximaem Ductus deferens gebildet wird, weist eine Korrelation sowohl mit der
Spermatozoenkonzentration, als auch mit der Motilitdt der Spermatozoen auf
(Yeung et al., 1990).

Diese Beobachtungen und Untersuchungsergebnisse verdeutlichen, dal3 der Prozel3 der Reifung
wahrend der Nebenhodenpassage fir eine regelrechte Entwicklung von Motilitét und

Bewegungsmuster der Spermatozoen eine unbedingte V oraussetzung ist.

4.7. Bedeutung von Metallionen fur die Motilitat von Spermatozoen

Verschiedene Metallionen, die sowohl im Ejakulat, als auch im Spermatozoon selber
nachgewiesen werden konnten, haben einen Einflul? auf die Motilitét von Spermatozoen. Dabel
haben die einzelnen lonen sehr unterschiedliche Wirkungen und auch Orte an denen sie
angreifen.

Kupfer zum Beispiel bindet zu 17% irreversibel an die Spermatozoen und macht diese immotil
(Holland & White, 1988). Als Wirkmechanismus konnte hierbei die Hemmung von
Schlusselenzymen eine Rolle spielen. Diese Eigenschaft von Kupfer macht man sich in der
Empfangnisverhitung zu Nutze. Bel der Spirale zum Beispiel werden zur Immobilisierung der
Spermatozoen freie Kupferionen abgegeben (Holland & White, 1988).
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Einige Elemente (Zn, Ca, Mg, Pb, Cr, Sr) wurden im Ejakulat sowohl fertiler as auch infertiler
Mannern in gleicher Konzentration nachgewiesen. Andere Elemente (Fe, Mo, Al, Cu, Cd, Mn,
Sn) hingegen wurden vermehrt bel infertilen Mannern gefunden (Umeyama et al., 1986).

Eine Erhéhung von Magnesium im Ejakulat scheint keinen Einflul3 auf die Motilitét der
Spermatozoen zu haben (Sorensen et al., 1999a). Zusammen mit Kazium wurde Mg® in der
Membran von sekretorischen Granula und Veskeln aus der Prostata nachgewiesen
(Stegmayer et a., 1982). Diese Granula sollen einen modulierenden Einfluld auf die
Konzentration von essentiellen Kationen und damit auch auf die Motilitét haben
(Stegmayer et a., 1982). An der Membran der Granula soll eine ATPase lokalisiert sein, die
Ca™ und Mg®™ abhangig ist und durch Zink kompetitiv gehemmt werden kann
(Ronquist et al., 1978a,b). In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dal3 die Konzentration
von Zn*" im Seminalplasma mit der von Mg* positiv korreliert (Papadimas et al., 1983;
Umeyama et al., 1986; Sorensen, 1999a).

Die Rolle von Ca* wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Frilher wurde davon
ausgegangen, dal Ca™ sowohl fir die Kapazitation, as auch fir die fir die Motilitét
(Morton et a., 1974; Lindemann et al., 1987) und auch fur die Akrosomresktion
(Yanagimachi & Usui, 1974; Yanagimachi, 1981) humaner Spermatozoen essentiell ist
(DasGupta et al., 1993). Neuere Untersuchungsergebnisse haben jedoch gezeigt, dal3 die
Akrosomreaktion (Rotem et al., 1992 ; Foresta et al., 1992; Krausz et al., 1994) und die
Kapazitation (Furuya et al., 1993) unter bestimmten Umstanden auch in kalziumfreien Medium
stattfinden konnen. Bezuglich der Motilitét gibt es unterschiedliche Daten. Die einen Autoren
weisen darauf hin, dal3 es zwischen der Beweglichkeit und der Kalziumkonzentration im
Seminalplasma eine negative Korrelation gibt (Arver & Soberg, 1982; Duncan et al., 1993;
McLaughlin et al,. 1994; Sorensen et al., 1999a). Andere zeigten, dal3 die Motilitét nicht durch
kalziumfreies Medium beeinfluf3t wird (Thomas & Meizel, 1988; Prien et al., 1990; Magnus et
a., 1990) und daiR Ca™* - lonen zumindest zum Teil an der Aufrechterhaltung der Motilitét
betelligt sind (Luconi et al., 1996). Auflerdem sollen diese auch zu einer Erhohung der
Fortbewegungsgeschwindigkeit der Spermatozoen fuhren konnen (Detweiler & Thomas,
1998). Eine neuere Untersuchung (Sorensen et a., 1999a) zeigte eine signifikante Erhdhung
der Bewegungsparameter VSL und LIN bei niedrigen Ca*-Konzentrationen im
Seminalplasma. Bei der statistischen Analyse dieser Daten zeigte sich jedoch auch, dal3 in einer
multiplen Regressionsanalyse mit der Zink- und Kalziumkonzentration beziiglich der Motilitét,

Kalzium seinen signifikanten Einflu3 auf die Motilitdt der Spermatozoen verlor. Dieses
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Ergebnis spricht fur eine herausragende Bedeutung von Zink fur die Modulation der

Bewegungsparameter von humanen Spermatozoen.

4.8. Bedeutung des Elementes Zink fir die Motilitét von Spermatozoen

Das Spurenelement Zink scheint im mannlichen Geschlechtstrakt und im Spermatozoon eine
besondere Rolle zu spielen. Nicht nur, dal3 das Ejakulat eine Zinkkonzentration enthélt, die in
dieser Hohe sonst in keiner anderen Korperflissigkeit zu finden ist, sondern auch die Tatsache,
da3 es ene groBe Anzahl von Untersuchungen gibt (Noack-Fuller et al., 1993;
Henkel et al., 1999; Sorensen et a., 1999a), die sich mit dem Zinkgehalt von Spermatozoen in
Bezug zu Funktionsparametern befassen, deutet auf die wichtige Rolle von Zink fir die

mannliche Fertilitat hin.

4.8.1. Zink im Ejakulat

Es gibt eine Vielzahl von Untersuchungen, in denen der Zinkgehalt des gesamten Ejakulates
analysert wurde (Marmar et al., 1975, Umegama et a., 1986; Behne et al., 1988;
Noack-Fuller et a., 1993; Henkel et a., 1999; Sorensen et al., 1999a). In diesen Arbeiten
wurden Durchschnittswerte von 129,2 mg Zink/I Ejakulat bis 150 mg Zink/l Ejakulat gefunden.
Korrelationen zwischen dem Zinkgehalt im Ejakulat und Funktionsparametern von
Spermatozoen ergaben jedoch recht uneinheitliche Ergebnisse. Die Globalmotilitét soll negativ
mit dem Zinkgehalt des Ejakulates korrelieren (Danscher et al., 1978). Neuere Untersuchungen
ergaben, daf’ Zink einen supprimierenden Einflul? auf die Progressivmotilitét, nicht aber auf den
prozentualen Antell motiler Spermatozoen haben soll (Sorensen et al., 1999a). Andere Studien
fanden keinen Zusammenhang zwischen der Zinkkonzentration im Ejakulat und der Motilité&t
(Lewis-Jones et al., 1996; Stoltenberg et a., 1997a). In diesen Arbeiten wurde eine
Nachweismethode benutzt, die ausschliefdlich ungebundenes Zink nachweist. Der Zinkgehalt
der Ejakulate von infertilen Mannern soll sich nicht von denen der fertilen Méanner
unterscheiden, jedoch sollen infertile Manner mit Normozoospermie einen hoheren Zinkgehalt
im Ejakulat aufweisen als fertile Manner (Umeyama et al., 1986). Marmar et a. (1975) zeigten,
dai3 Ejakulate mit dem héchsten Fertilisierungspotential die hdchste mittlere Zinkkonzentration
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haben. Diese zum Teil widersprichlichen Beobachtungen kdnnten dadurch begriindet sein, dal3
Zink im Ejakulat in zwei verschiedenen Fraktionen vorliegt. Zum einen ist esim Seminalplasma
enthalten, zum anderen findet es sich auch im Spermatozoon selber. Somit ist es vorstellbar,
dald der Zinkgehalt einer Fraktion verandert ist, ohne das sich dies in einer Erniedrigung des
Zink im Ejakulat zeigt, da es durch die andere Fraktion zu einer Kompensation kommt. Aus
diesem Grund wird im Folgenden auf den Zinkgehalt und dessen Funktion in den einzelnen

Kompartimenten des Ejakulats eingegangen.

4.8.2. Zink im Seminalplasma

Das Zink im Seminalplasma wird von den akzessorischen Driisen sezerniert. Untersuchungen
verschiedener Autoren haben ergeben, dal? das Zink des Seminalplasmas hauptsachlich aus der
Prostata stammt (Schirren et al., 1964; Eliasson & Lindholmer, 1971; Janick et al., 1971,
Danscher et a., 1978; Mann & Lutwak-Mann, 1981; Kavanagh, 1982). Die Prostata ist das
Gewebe des menschlichen Korpers mit dem grofdten Zinkgehalt (Mawson & Fischer, 1953;
Whitemore, 1963; Gyorkey et al., 1967). Viele Untersuchungen mit den unterschiedlichsten
Methoden haben sich mit der quantitativen Analyse von Zink im Seminalplasma beschéftigt
(Eliasson & Lindholmer, 1971; Skandhan, 1981; Kavanagh, 1985; Saaranen et al., 1987,
Abu-Shakra et al., 1989; Riffo et al., 1992; Noack-Filler et al., 1993; Sieboldt et al., 1993;
Sorensen et al., 1999a; Henkel et al., 1999). Einige dieser Arbeiten zeigten, dal3 der Zinkgehalt
im Seminalplasma as Funktionsparameter fir die Prostata genutzt werden kann. Im
Seminalplasma ist das Zink zum Teil an prostatische Glykoproteine gebunden (Herrmann,
1975). Diese unterteilen sich in Glykoproteine mit hoher Molekularmasse (HMW-Zn),
mittlerer Molekularmasse (IMW-Zn) und niedriger Molekularmasse (LMW-Zn) (Arver et a.,
1982). Infektionen der Prostata sollen mit einer Erniedrigung der Zinkkonzentration im
Seminalplasma einhergehen (Marmar et a., 1975; Eliasson, 1977). Es gibt diesbeziglich
allerdings auch widersprichliche Aussagen (Papadimas et al., 1983). Als Ursache fur einen
erniedrigten Zinkgehalt im Seminalplasma bei Infektionen der Prostata kdnnte eine erniedrigte
Sekretionsfahigkeit dieser durch die entziindlichen Reaktionen in Frage kommen (Kavanagh,
1985). AulRerdem wird Zink als antibakterieller Faktor diskutiert (Fair et al., 1976), da eine
Erniedrigung des Zinkes im Seminalplasma nur bel bakteriellen, nicht aber bel abakteriellen
Entzindungen der Prostata beobachtet wurde. Diese antibakterielle Wirkung von Zink kénnte
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eine Erklarung fur den hohen Zinkgehalt des Seminalplasmas sein. Eine weitere Wirkung, die
dem Zink im Seminalplasma zugeschrieben wird, ist ein hemmender Einflud auf die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Spermatozoen und Lymphozyten
(Gavellaet al., 1998).

Bezliglich des Zusammenhanges zwischen Zink im Seminalplasma und den
Funktionsparametern von Spermatozoen gibt es unterschiedliche, zum Teil widersprichliche
Daten. In enigen Arbeiten konnte kein Zusammenhang zwischen dem Zinkgehalt im
Seminalplasma und der Motilitét, der Progressivmotilitédt oder der Dichte der Spermatozoen,
sowie der Fertilitdt gefunden werden (Papadimas et al., 1983; Behne et a., 1988;
Abou-Shakra 1989; Noack-Fller et al., 1993; Lewis-Jones et al., 1996; Henkel et al., 1999).
Dagegen zeigten Andere (Janick et al., 1971; Stankovic et al., 1976; Caldamone et al., 1979;
Carreras et a., 1990; Sorensen et a., 1999a) ene postive Korrelation fir die
Spermatozoendichte und fur die Fertiliserungsfahigkeit sowie fur die Motilitét. Eine negative
Korrelation wurde fir die Progressivmotilitdt (VAP, VSL, STR, LIN) (Sorensen et al., 1999a),
die Globalmotilitét und die Dichte der Spermatozoen gefunden (Danscher et al., 1978;
Homonnai et a., 1978; Ando et al., 1990; Carreras et a., 1990; Carpino et a., 1998;
Sorensen et al. 1999a). Diese sich zum Teil widersprechenden Ergebnisse kénnten daher
ruhren, dal3 die Ursache fir die Erniedrigung oder Erhohung des Zinkgehaltes im
Seminalplasma ganz verschieden sein kann. Zum Beispiel fihrt ein aimentérer Zinkmangel zu
einer Erniedrigung des Zinkgehaltes im Testis und auch im Seminalplasma. Bei einem
testikuldren Zinkmangel kann es durch Degeneration und Atrophie des Keimepithels, zur
Schadigung der interstitiellen  Zellen mit enem Rickgang der testikuldren
Testosteronproduktion und einem Rickgang der Spermiogenese kommen (Gupta et a., 1988;
Hafiez et a., 1990; Eltohamy & Younis, 1991; Bedwal et al., 1994; Martin et al., 1994). Eine
Erniedrigung des Zinkgehaltes im Seminalplasma durch eine Funktionsstorung der Prostata,
wie zum Beispiel bel einer bakteriellen Prostatitis, hat auf die Differenzierung der
Spermatozoen hingegen keinen Einflu®. Letztendlich findet sich aber bel beiden ene

erniedrigte Zinkkonzentration im Seminalplasma.

4.8.3. Zink im Spermatozoon

Neben dem Seminalplasma enthalten auch die Spermatozoen selber Zink. In dieser Arbeit

wurde der Zinkgehalt wvon gewaschenen humanen  Spermatozoen mit  der
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Atomabsorptionsspektrometrie gemessen. Die Zinkkonzentration der Kontrollgruppe betrug
im Median 23,7ng/10° Spermatozoen und hatte einen Mittelwert von 30,7 ng/10°
Spermatozoen. Diese Werte liegen im Bereich der von anderen Autoren gewonnenen
Ergebnisse. Die mittlere Zinkkonzentration in gewaschenen menschlichen Spermatozoen reicht
in der Literatur von 25 ng/10° Spermatozoen (Huacuja et al., 1973, mittels AAS) uber
31 ng/10° Spermatozoen (Rosado et a., 1977, mittels Réntgenmikroanalyse), tber 40,0 ng/10°
Spermatozoen (Henkel et a., 1999, AAS) bis zu 553 ng/10° Spermatozoen
(Lindholmer & Eliasson, 1972, mittels AAS). Die Ergebnisse von Sieboldt et al. (1993) hatten
eine Spannweite von 21,6 - 503 ng/10° Spermatozoen (mittels | CP-Emissionsspektralanalyse).
Die Zinkkonzentration der Spermatozoen, denen ein Chelatbildner (DMSA, DMPS oder
DL-Penicillamin) zugesetzt wurde, differierte nicht signifikant von der Zinkkonzentration der
Kontrollgruppe. Die Spermatozoen denen fur zwel Stunden DM SA zugesetzt wurde, hatten im
Median eine Zinkkonzentration von 25,7 ng/10° Spermatozoen (Mittelwert = 31,6 ng/10°
Spermatozoen). Der Median der Zinkkonzentration der Spermatozoen, die mit DMPS
inkubiert wurden lag bei 21,9 ng/10° Spermatozoen (Mittelwert = 28,9 ng/10° Spermatozoen )
und der der Zinkkonzentration derer, die mit DL-Penicillamin inkubiert wurden bei 24,1 ng/10°
Spermatozoen (Mittelwert =27,8 ng/10° Spermatozoen). Vergleichswerte in der Literatur zu
der Zinkkonzentration in Spermatozoen die mit den hier verwendeten Chelatoren behandelt
wurden, gibt es nicht.

Will man eine Aussage dazu treffen, ob die in dieser Arbeit gefundenen Veranderungen der
Motilitétsparameter durch eine Veranderung des Zink im Spermatozoon verursacht wurde,
kann man unter Beriicksichtigung der gefundenen Daten grundsétzlich zwel Thesen aufstellen.
(1). Die Zugabe der Chelatoren fiihrt zu keiner Bindung von Zink an diese und die Anderung
der Motilitétsparameter beruhen auf einem anderen Mechanismus. Die in der Messung der
Zinkkonzentration gefundenen Daten waren hiermit gut vereinbar.

(I1). Die Zugabe der Chelatoren fuhrt zu einer Bindung von Zink durch diese, und die
Anderung der Motilitatsparameter ist auf diesen Vorgang zuriickzufilhren. Die gemessenen
Zinkkonzentrationen der Ansdtze wirden dieses nicht belegen, sie schlief3en diesen
Mechanismus aber auch nicht grundsétzlich aus. Zum einen konnte der bewirkte Unterschied
der Motilitdt durch eine Reduktion der Zinkkonzentration verursacht sein, die so gering ist,
dai3 die Sensitivitdt der verwendeten Methode nicht grof3 genug ist um diesen zu detektieren.
Hierfir wirde sprechen, dal3 die gefundenen Veranderungen der Motilitétsparameter bereits

bei der geringsten Konzentration bel allen Chelatoren gefunden wurde.
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Zum anderen ist in dieser Arbeit der Verbleib der zugegebenen Chelatoren nicht geklart. So
konnte, selbst wenn die Chelatoren Zink gebunden und damit den Spermatozoen fur die dort
ausgeiibten Funktionen entzogen haben, die Chelatoren mit dem Zink immer noch mit dem
Spermatozoon assoziiert sein. Das wirde bedeuten, da3 der Waschvorgang nach der
Inkubationszeit die Chelatoren mit dem Zink nicht von den Spermatozoen zu trennen
vermochte. In diesem Falle wére das Zink, obwohl es an die Chelatoren gebunden ist, bei der

Messung mit der AAS immer noch in der Fraktion der Spermatozoen anzutreffen.

4.8.3.1. Zink im Spermatozoonkopf

Lediglich 5-10 % des Zinkes befinden sich im Kopf des Spermatozoon (Calvin et al., 1975;
Henkel et al., 1999). Das Zink steht hier zu 75% mit Disulfidbriicken in Assoziation
(Calvin et a., 1975). Wahrend der Phase der Kondensation des Chromatins kommt es im Kopf
des Spermatozoons zu einer Abnahme des Zinkgehaltes (Calvin & Bedford 1971; Baccetti et
al., 1976b). Wahrend der Ejakulation soll dann wieder Zink aufgenommen werden
(Kvist et al., 1985b; Bjorndahl et al., 1986; Bjorndahl & Kvist, 1990). Es wird vermutet, daf3
durch die Aufnahme von Zink die Vulnerabilitét des Spermatozoonkopfes herabgesetzt wird
(Bjorndahl et a., 1986). Dies soll durch eine Zink-Thiol Interaktion im Chromatin erreicht
werden (Kvist, 1980a). Einen grof3en Einflu’ auf diese Geschehnisse soll das Prostatasekret
haben (Kvist et al., 1990).

4.8.3.2. Zink im FHagellum des Spermatozoon

Der weitaus grofdte Teil des Zinkes im Spermatozoon befindet sich mit 93% beim Menschen
(Henkel et al., 1999) und mit 97% bel der Ratte (Calvin et al., 1975; Calvin, 1979) im
Flagellum. Im Fagellum, dem Fortbewegungsorganell des Spermatozoons gibt es prinzipiell
zwei Moglichkeiten der Wirkungsweise von Zink, zum einen eine aktive, zum anderen eine
passive Weise. Eine aktive Rolle bel der Entstehung der Motilitét konnte Zink als essentieller
Cofaktor bei einigen schwermetallabhéngigen Enzymen spielen. Enzyme, die im Spermatozoon
zu dieser Kategorie gehoren, sind unter anderen die o-Glycerophosphat-Dehydrogenase, die

Desoxyribonucleinsdure  (DNS)-Polymerase  und die  Laktatdehydrogenase (LDH)
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(Hrudka, 1979; Witkin, 1980), sowie die Cytochromoxydase und Glutamat-Dehydrogenase
der Mitochondrien.

Die Untersuchungsergebnisse beztglich der Wirkung von Zink auf diese Enzyme ergaben zum
Teil sehr uneinheitliche Ergebnisse. Auf der einen Seite soll Zink bei oligoasthenozoospermen
Patienten die Ca’*-Mg”*-ATPase aktivieren und damit zu einer Erhéhung der Motilitét filhren
(Karacagil et a., 1985). Auf der anderen Seite soll Zink auf enige Enzyme der
Energiegewinnung (Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Glycogenphosphorylase, Fructose-
1,6-Diphosphatase, Amylase, LDH) hemmend wirken (Kanwar et a., 1988). Eine Erhohung
des intrazellularen Zinks soll die Zellatmung drosseln (Chvapil, 1973), und auch im
Nebenhoden soll Zink hemmend auf den Metabolismus der Spermatozoen wirken
(Lindholmer, 1974a) und so die Spermatozoen bis zur Ejakulation in einem Ruhestadium
halten.

Als “antioxidatives Paradoxon” wird die Tatsache beschrieben, da3 Zink die
Superoxiddismutase, die als Schutzfaktor gegen reaktive Sauerstoffspezies dient, hemmt und
auf der anderen Seite selbst als Antioxidans wirkt (Samman, 1993). Letztendlich hat auch ein
aimentérer Zinkmangel einen Einflul auf die Motilitdtsparameter und die Fertilitét.
Untersuchungen an verschiedenen Spezies haben gezeigt, dal3 es durch einen alimentéren
Zinkmangel zur Degeneration und Atrophie des Keimepithels, zu Schéden an den interstitiellen
Zéllen, zur Drosselung der Spermatogenese, zur Abnahme der Spermatozoenkonzentration
und zur Abnahme des testikuldren Testosterons, welches fur die Entwicklung des Hodens von
grof3er Bedeutung ist, kommen kann (Root et al. 1979; Abbas et al., 1980; Prasad, 1985;
Gupta et a., 1988; Hafiez et a., 1990; Eltohamy & Younis, 1991; Bedwa et a., 1994;
Martin et al., 1994).

Eine eher passive Rolle konnte Zink als Strukturelement an den Sulfhydrylgruppen der
Mantelfasern des Flagellums spielen. Es zeigte sich, dal3 Zink im Flagellum zum Grof3tell an
Sulfhydrylgruppen cysteinreicher Makromolekile der Mantelfasern gebunden ist
(Calvin et al., 1975; Calvin, 1979). Bei Ratten sollen 75% (Calvin et al., 1973; Calvin, 1979;
Calvin, 1981) und bei Bullen 65% (Baccetti et a., 1976b; Pallini et al., 1979) des Zinkgehaltes
des Flagellum in den Mantelfasern lokalisiert sein. Im letzten Stiick des Flagellums, in dem
auch keine Mantelfassern  mehr  vorhanden sind, soll  Zink ganzlich fehlen
(Baccetti et a., 1976b). Diese Daten sprechen sehr dafur, dald es zwischen dem Zink im
Flagellum und den Mantelfasern einen Zusammenhang gibt. Nach Calvin et al. (1973; 1979)
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steht Zink im Flagellum der Spermatozoen in enger Beziehung zu den Sulfhydrylgruppen der

Mantelfasern und schiitzt diese durch Bildung von Mercaptidkomplexen vor Oxidation.

4.9. Funktion der Mantelfasern

Dal die Mantelfasern im Flagellum eine essentielle Struktur darstellen, wird dadurch
unterstrichen, dal} sie in Spermatozoen vieler verschiedener Spezies vorzufinden sind
(Baccetti et a., 1976b; Afzelius, 1988; Burfeind & Hoyer-Fender, 1991;
Perez-Ramirez & Cadgtells, 1991). Sie stellen bis zu 30% des Proteingehaltes von humanen
Spermatozoen dar. Bezlglich ihrer Funktion gibt es mehrere Theorien. Zum einen wurde eine
aktive Rolle bei der Generierung der Motilitdt durch ATPase-Aktivitdt oder durch
Phosphorproteine angenommen (Nelson, 1958; Brito et a., 1986). Dieses wurde jedoch in
jungeren Arbeiten widerlegt (Haidl et al., 1991a; Henkel et al., 1992; Stalf et al., 1993;
Henkel et al., 1994). Zur Zeit wird eher von passiv-elastischen Funktionen der Mantelfasern
ausgegangen (Fawcett, 1975; Stalf et a., 1993; Haidl et al., 1993; Henkel et al.,1999;
Henkel et al., 2001). Zum anderen sollen die Mantelfasern eine protektive Funktion gegeniiber
Scherkréaften, die wahrend der Ejakulation auftreten, besitzen (Baltz et a., 1990). Ohne diese
Protektion wirde es unter der Ejakulation zu letalen Schadigungen der Spermatozoen,
insbesondere der Fagellen, kommen. Eine aufRerordentlich wichtige Funktion ist die
Einflunahme der Mantelfasern bel der Generierung des Bewegungsmusters von
Saugetierspermatozoen (Phillips, 1972). Die Krimmung des Flagellumschlages ist demnach
abhéangig von dem artspezifischen Durchmesser und der Starre der Mantelfasern. Lindemann
stellte 1994 (Lindemann, 1994a,b) ein Computer-Modell, das " geometric-Clutch’-Modell vor.
Dieses wurde entwickelt, um die Bewegungsgenerierung bei einfachen Zilien und Flagellen zu
simulieren und damit neue Erkenntnisse Uber diesen Prozef3 zu gewinnen. 1996 folgte eine
Arbeit (Lindemann, 1996), in der zu diesem Modell zusétzlich Strukturen, wie sie bei
Saugetierspermatozoen vorzufinden sind, eingebracht wurden. Hierbei handelt es sich um die
Mantelfasern, die fibrése Hille und das Verbindungsstiick (ein Anker der Mantelfasern zu der
Basis des Flagellums). Das Axonem ist bel Saugetierspermatozoen nicht direkt mit der Basis
des Flagellums verbunden, sondern steht Uber die Mantelfasern, und diese wieder Uber das
Verbindungsstiick, mit der Basis des Flagellum in Verbindung. Abbildung 27 spiegelt diese

Verhdtnisse wider.
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Abbildung 27: Schematische Darstellung eines Spermatozoenflagellums (aus Lindemann,
1996).

Das bedeutet, dal3 die Mantelfasern als kraftibertragendes Element durch ihre Elastizitdt einen
malgeblichen Einflud auf das Bewegungsmuster der Spermatozoen haben. Die
Untersuchungen von Lindemann (1996) zeigten, dal3 die Mantelfasern und die fibrose Hille zu
einer Erhdhung der Steifigkeit des Flagellums fuhren. Diese Erhohung der Steifigkeit reduziert
die maximale Krimmung des Flagellums und fuhrt zu einer Vertellung der Krimmung Uber
einen langeren Teil des Axonems. Auf diese Weise sind mehr Dynein-Briicken gemeinsam an
der Durchfiihrung einer Krimmung beteiligt. Hierdurch wird ermdglicht, dal3 das einfache
Grundprinzip des Axonem auch bel gréf3eren Saugetierspermatozoen funktionieren kann. Eine
besonders wichtige Rolle fur die Steifigkeit des Spermatozoon scheinen die Sulfhydrylgruppen
der Aminoséure Cystein, die besonders haufig in den Proteinen der Mantelfasern vorkommit, zu
spielen (Calvin & Bleau, 1974; Calvin et al., 1975; Baccetti et al., 1976a,b; Calvin, 1979).
Diese bilden entweder mit Zink stabile Mercaptidkomplexe (3SH-Zn) oder liegen as
Disulfidbriicken vor (Calvin et al., 1973; Calvin et al., 1975). Als Disulfidbriicke sollen sie die
Starre und Rigiditdt der Mantelfasern und somit auch des Fagellums erhthen. Dies wirde
dann eher zu einem Fagellumschlag geringer Amplitude fuhren, wie er bel der
Progressvmotilitdt anzutreffen ist. Durch die Mercaptidkomplex-Bildung mit Zink soll
hingegen die Starre und Rigiditét der Mantelfasern herabsetzt werden. Die Erhéhung der
Laxizitét wirde zu einer Erhdhung der Amplitude des Flagellumschlages, wie sie bei dem nicht
progressivmotilen, verdréngenden Bewegungsmuster anzutreffen ist, fuhren. Diese Annahme
wird durch die Beobachtung gestitzt, da3 im Rete testis und im Caput epididymis ein
Flagellumschlag von grof3er Amplitude und ein nicht progressv motiles Bewegungsmuster
anzutreffen ist (Mohri & Yanagimach, 1980; Cooper, 1986; Mathieu, 1992). Wahrend der
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Nebenhodenpassage, in Caput- und Cauda epididymis, verkleinert sich die Amplitude des
Flagellumschlages und das Bewegungsmuster erhélt einen eher progressiv motilen Charakter
(Bedford, 1973; Bork et al., 1988; Chevrier & Dacheux, 1988; Cornwall & Chang, 1990;
Haidl et a., 1994). Gleichzeitig kommt es wahrend der Nebenhodenpassage zu einer Zunahme
der Disulfidbriicken (Bedford & Calvin, 1974) und zu ener Abnahme der frelen
Sulfhydrylgruppen (Calvin et a., 1975 (Ratte)). Parallel zu diesen Geschehnissen kommt es
wahrend der Nebenhodenpassage zu einer Abnahme des Zinkgehaltes, sowohl im Caput als
auch im Fagellum des Spermatozoons, um ungefédhr 60% (Calvin, 1981;
Srivastava et al., 1983; Kaminska et al., 1987). Abbildung 28 veranschaulicht diesen

M echanismus.

Nebenhodenreifung Eliminination von Zn**

— Axonem
a7 A

Abbildung 28: Darstellung der Elimination von Zink aus den Mantelfasern und die damit

verbundene Erhdhung derer Steifigkeit durch Aushildung von Disulfidbriicken (aus Henkel et

al., 2001).
Cystein: zr?*: EA=EA  cystein Molekiile verbunden durch Disulfidbriicken

Diese Koinzidenz von Anderung des Bewegungsmusters, Zunahme der Disulfidbriicken in den
Mantelfasern  und Abnahme des Zinkgehates der Spermatozoen wdahrend der
Nebenhodenpassage deutet auf einen engen Zusammenhang zwischen der Abnahme des

Zinkgehaltes und der Zunahme der Progressivmotilitét hin.
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Diese Beobachtungen haben Parallelen zu den von uns durchgeftihrten Untersuchungen. Unter
der EinfluRnahme der Chelatbildner kam es zu einer Anderung der Motilitét der Spermatozoen.
Waéhrend es zu einer Reduktion des Anteils nichtlinear motiler Spermatozoen kam, stieg der
Anteil linear motiler Spermatozoen an. Eine dhnliche Anderung wurde, wie oben beschrieben,
bel der Reifung im Nebenhoden unter einer Zinkreduktion beobachtet. Somit kdnnte die
Anderung des Bewegungsmusters fur eine Eliminierung des Zink durch die Chelatoren unter

den gewahlten in-vitro Bedingungen sprechen.

4.10. Die Wirkung von Zinkentzug und -zugabe auf die Motilitét von
Spermatozoen

Die gefundenen Zusammenhdnge zwischen zweifach positiv geladenen Metallionen, im
Besonderen Zink, und dem Parameter Motilitdt haben zu weiteren Untersuchungen geftihrt. Es
haben sich eine ganze Reihe von Wissenschaftlern mit der Substitution von Metalionen zu
Spermatozoen in vivo und in vitro beschéftigt. Man kann bei der Zinksubstitution zwischen
zwei verschiedenen Arten unterscheiden. Bei der alimentdren Zinksubstitution wird darauf
abgezielt den Zellen im Testis ausreichend Zink fur die Produktion von Spermatozoen zur
Verfigung zu stellen. Bel Versuchen, die sich mit der Zinksubstitution in vitro befassen, wird

die Wirkung des Metalls auf das bereits ausdifferenzierte Spermatozoon untersucht.

4.10.1. Alimentarer Zinkmangel

Tierexperimente haben gezeigt, dal3 ein alimentérer Zinkmangel zur Degeneration und
Atrophie des Keimepithels, zur Schadigung der interstitiellen Zellen mit einem Rickgang der
testikuldren Testosteronproduktion und zu einem Rickgang der Spermiogenese flhrt
(Guptaet a., 1988; Hafiez et al., 1990; Eltohamy & Younis, 1991; Bedwal et al., 1994; Martin
et a., 1994). Beim Mensch hat eine zinkarme Did& zu einer reversiblen Reduktion der
Spermatozoen im Ejakulat gefuhrt (Abbas et a., 1980). Als Ursache fir diese Verénderungen
werden mehrere Mechanismen in Betracht gezogen. Ein durch Zinkmangel bedingter
Testosteronmangel fuhrt zu ener Schadigung des endoplasmatischen Retikulums der
Leydig'schen Zellen (Hesketh, 1982). Da Zink ein Bestandteil des Steroidrezeptors ist

(Zinkfingerprotein), der die Genexpressivitét steuert, konnte auf diesem Weg unter anderem
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auf die Testosteronsynthese Einflul3 genommen werden (Green et al., 1988). Im Rattenmodell
konnte bel Zinkmangel eine Hemmung des Enzymes Dipeptidyl-Carboxypeptidase
nachgewiesen werden, welches fur die Reifung der Spermatozoen notwendig ist (Reevs, 1990).
Schliefdlich fuhrt ein alimentérer Zinkmangel bei Ratten auch noch zu einer Reduktion der
antioxidativen Prozesse und somit zu vermehrten Schéden an testikuldren Proteinen, Lipiden
und an der DNA (Oteiza et a., 1995). Dies verdeutlicht, da3 die EinfluBnahme von
alimentarem Zinkmangel auf die Vitaitd& und Motilitds von Spermatozoen durch viele
verschiedene Mechanismen méglich ist, die ihren gemeinsamen Ursprung in einem testikul&ren

Zinkmangel! finden.

4.10.2. Orale Zinkgabe

Die eben erwédhnten Erkenntnisse fuhrten zu Untersuchungen, die sich mit der alimentéren
Zinksubstitution beschéftigten. Eine orale Zinksubstitution mit ZnSO, fuhrte bel
oligozoospermen Patienten zu einer Erhohung der Spermatozoenkonzentration und der
Progressivmotilitét, der Gesamtmotilitéat und des Zinkes im Ejakulat, sowie im Seminalplasma
(Tikival et al., 1987; Takihara et al., 1983; Kynaston et al., 1988). Nach einer Prostatitis fuhrte
die Zinksubstitution zu einer Erhohung des Zinkes im Ejakulat (Marmar et al., 1975).
Allerdings gibt es auch gegenteilige Berichte. So fanden Takihara et al. (1983) zwar eine
Erhohung von Zink im Seminalplasma, konnten jedoch keinen Einfluf? auf die Konzentration
oder Motilitét der Spermatozoen nachweisen. Sandana et al. (1985) konnten keine Anderung
der Zinkkonzentration im Seminalplasma nach oraler Substitution finden. Die tagliche
Zinkdosis wurde bel den genannten Arbeiten mit bis zu 240 mg Zink/d deutlich Uber den
taglich benttigten 10 mg Zink/d gewahlt. Diese Ergebnisse lassen, wenigstens bei einigen
Formen der ménnlichen Infertilitét, besonders bei Verdacht auf testikuldren Zinkmangel, den
Versuch einer Therapie mit oral appliziertem Zink als gerechtfertigt erscheinen, unterstreichen

aber auch die Notwendigkeit von weiteren Untersuchungen.
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4.10.3. Zinkzugabe in vitro

Um den Einflul3 von Zink auf die Spermatozoen genauer zu untersuchen, beschéftigten sich
einige Arbeiten mit der Zugabe von Zink zu gewaschenen Spermatozoen in vitro. Die hierbel
gefundenen Resultate  waren uneinheitlich. Sato e a. (1969) fanden ene
konzentrationsabhéngige Beeinflussung der Motilitdt von Spermatozoen. Bel den
Konzentrationen von 0,2 und 0,02 mmol/l Zink kam es zu einer Zunahme der Motilitét, im
Gegensatz dazu nahm diese bel einer Konzentration von 2 mmol/l Zink ab (Saito et al., 1969).
Eine 8hnliche Beobachtung wurde von Stegmayr & Ronquist (1982) nach der Inkubation von
humanen Ejakulaten mit Zink gemacht. Eine Konzentration von bis zu 2 pumol/l Zink fuhrte zu
einer Erhéhung, eine Konzentration von bis zu 5 pmol/l Zink zu einer Erniedrigung der
Motilitét. Kanwar et al. (1988) fanden eine Zeit- und Dosis-abhangige Hemmung der Motilitéat
durch Zinkchlorid. Ebenso fanden Riffo et al. (1992) nach Zugabe von 100 pmol/l Zink zu
gewaschenen Spermatozoen nach Swim-up eine signifikante Reduktion der progressiven
Motilitét, die durch Waschen in zinkfreiem Medium reversibel war. Lindholmer et al. (1974b)
konnten nach der Zugabe von Zinksulfat zu Spermatozoen eine Hemmung der Motilitét sowie
ein Aufrollen der Fagellen beobachten. Oka et al. (1988) fanden nach der Zugabe von
Zinkzitrat zu Ejakulaten von Patienten mit Asthenozoospermie eine Stimulierung der
Spermatozoenmotilitét. In einer jiungeren Untersuchung von Sorensen et al. (1999b) konnte
nach der Substitution von 0,6 mM/I ZnCl, zu Spermatozoen nach Swim-up keine Veranderung
der Motilitétsparameter festgestellt werden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Substitution von Zinksulfat zeigte ebenfalls keine Wirkung
auf die Motilitét der Spermatozoen und bestétigte damit die Ergebnisse von Sorensen et al.
(1999b). Bei dem Anteil motiler Spermatozoen finden sich lediglich in zwel der 16 Ansétze
Differenzen zur Kontrollgruppe. Der erste Unterschied findet sich zum Zeitpunkt 2 Stunden
mit der Konzentration 1 mmol/l (zweiseitige Signifikanz = 0,0055, T-Test). Hier ist der Antell
motiler Spermatozoen gegentiber der Kontrollgruppe erhdht. Der zweite Unterschied findet
sch zum Zetpunkt 6 Stunden mit der Konzentration 1mmol/l (zweiseitige Signifikanz
p=0,0059), hier ist der Anteil motiler Spermatozoen gegeniber der Kontrollgruppe erniedrigt.
Die Tatsache, dal? lediglich zwei der 16 getesteten Ansdtze einen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe aufweisen und diese beiden die gleiche Menge an Zinksulfat enthielten, aber
eine gegensitzliche Wirkung zeigen, deutet darauf hin, dai diese Anderung nicht durch den

Einflu3 von Zinksulfat verursacht wurde. Bel dem Anteil linear motiler Spermatozoen an den
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motilen Spermatozoen finden sich ebenfals nur bei zwei der 16 Ansdtze signifikante
Unterschiede zur Kontrollgruppe. Im Ansatz mit der Konzentration 100 pmol/l kam es zum
Inkubationszeitpunkt 4 Stunden zu einer Erhdhung des Anteils linearmotiler Spermatozoen
(zweisaitige Signifikanz p=0,0085). Eine Erh6hung des Anteils linearmotiler Spermatozoen
gegeniiber der Kontrollgruppe zeigte ebenfalls der Ansatz mit der Konzentration 1 pmol/l zum
Inkubationszeitpunkt 6 Stunden (zweiseitige Signifikanz p=0,002).

Um eine abschlief3ende Beurteilung der hier gefundenen Daten abgeben zu kénnen, mul3 man
einrdumen, dald auch diese Arbeit die Wirkung einer Zinksubstitution in vitro nicht vollends
klaren kann. Die Tatsache, dal3 bei beiden betrachteten Motilitétsparametern lediglich je zwel
der 16 Ansdtze Unterschiede zur Kontrollgruppe aufwiesen und hierbel bei einem Parameter
die gleiche Konzentration an Zinksulfat eine entgegengesetzte Wirkung verursachte, erlaubt die
Vermutung, dal3 auch diese Unterschiede nicht durch den Einflufd von Zink verursacht wurden.
Die in dieser Arbeit gefundenen Daten deuten darauf hin, dal3 die Zinksubstitution in vitro in
den getesteten Konzentrationen keinen Einfluf’ auf die Motilitét von Spermatozoen hat. Diese
Beobachtung ist gut mit denen von Sorensen (1999b) zu vereinbaren. Legt man die
Untersuchungsergebnisse von Calvin et al. (1973; 1975) zugrunde, die zeigen dal3 Zink in den
Mantelfasern der Spermatozoen die Sulfhydrylgruppen vor Oxidation schiitzt, so wirde man
erwarten, dal3 durch Erhdhung des Angebotes an Zink ein weiterer Schutz vor Oxidation
geboten wird. Dies wére mit den hier gefundenen Untersuchungsergebnissen vereinbar, da sich
nach der Zugabe von Zink keine wesentliche Anderung der Motilitét ergeben hat. Nicht zu
erwarten ist, dal3 sich durch die aleinige Zugabe von Zink die Disulfidbriicken l6sen, es

hierdurch zu einer Strukturveranderung kommt und sich das Bewegungsmuster andert.

4.10.4. Metallchelatoren

Es existieren Arbeiten, in denen versucht wurde, mit Hilfe von Metallchelatoren dem Ejakulat
oder auch den Spermatozoen Metalionen zu entziehen. Kazium kann sowohl durch einen
intra- as auch durch einen extrazellulér wirkenden Chelator gebunden werden, und steht damit
fur weitere Reaktionen nicht mehr oder nur begrenzt zur Verfligung. Neben der Wirkung auf
die Phosphorilierung von Proteinen und die Aktivitét von Enzymen wurde auch der Effekt von
Kalziumentzug auf die Motilitét von Spermatozoen untersucht. Der intrazellul&re Ca-Chelator

" 1,2-bis-(0-aminophenoxy)-ethane-N,N,N",N -tetraacetic  acid, tetraacetoxymethyl ester
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(BAPTA/AM)” soll die Motilitdt von Spermatozoen in einem geringem Mal3e und die
extrazelluldren Ca - Chelatoren EGTA und EDTA in einem stérkeren Mal3e reduzieren (Luconi
et a., 1996; Bourinbaiar et a., 1996; Centola G.M., 1998). Eine andere Arbeit mit Haushuhn
Spermatozoen zeigte, dal? der stimulierende Effekt von Calyculin A1 auf die Motilitét, den
Sauerstoffverbrauch und den ATP-Gehalt der Spermatozoen durch die Zugabe des
intrazelluléren Ca-Chelators BAPTA/AM gehemmt werden kann. Diese Hemmung war durch
die Zugabe von Kaziumchlorid (CaCl,) reversibel (Ashizawa et al., 1995). Insgesamt scheint
Kazium einen eher stimulierenden Einflul? auf die Motilitdt von Spermatozoen zu haben. Der
Entzug von Kazium durch Chelatoren fuhrt zu einer Reduktion der Motilitdt (Ashizawa et a.,
1995; Luconi et a., 1996; Bourinbaiar et a., 1996; Centola, G.M., 1998). Das Polypeptid
Gramacidin ist ein spezifischer Kalium (K) Chelator. Nach dessen Zugabe zum Ejakulat kommt
es zu einer irreversiblen Hemmung der Motilitét (Bourinbaiar et al., 1996; Centola, G.M.,
1998). Wobei der zugrundeliegende Mechanismus hierfir noch nicht letztendlich geklart ist.
Die Bindung von Vanadium durch Chelatoren fuhrt zu einer Reduktion der Motilitdt und
Vitaitét (D Cruz, 1998).

Gemeinsam ist den bis hierher besprochenen Chelatoren, dal3 sie durch die Bindung der
entsprechenden Metallionen zu einer Supression der Motilitét der Spermatozoen fihren.
Untersuchungen an Hamsterspermatozoen zeigten, dal? durch die Chelatoren DL-Penicillamin,
L-Histidin und L-Cystein die Kapazitation induziert werden kann. Hierbei soll insbesondere die
Bindung von Zink eine herausragende Rolle spielen (Andrews, 1989). Dies wird hier durch
eine im Vergleich zu den andern Chelatbildnern hohe Komplexbildungskonstante von
DL-Penicillamin fur Zink erklért. Bereits 1967 wurden von Saito et al. erste Untersuchungen
mit Chelatoren an Spermatozoen von Hunden und Ratten beziiglich deren Einflu3nahme auf
die Motilitét durchgefihrt. 1974 (Danscher & Rebbe) wurden diesbezlglich die ersten
Versuche mit humanen Spermatozoen unternommen. Hier sollte ebenfalls Zink mit Hilfe eines
Chelators gebunden und somit den Spermatozoen entzogen werden. In diesen Versuchen
wurde mit dem membranpenetrierenden Zinkchelator " Diethyldithiocarbamat (DEDTC)” eine
Immobilisierung der Spermatozoen erreicht. In einer Arbeit von Stoltenberg et a. (1997b)
konnte dieser motilitdtshemmende Einfluld von DEDTC bestétigt werden. Neuere Daten
weisen darauf hin, dal3 es einen Unterschied zwischen der extra- und intrazellul&ren Bindung
von Zink gibt. Der intrazelluldre Zinkchelator DEDTC, der unter anderem an das
mitochondriale Zink der Spermatozoen bindet, fuhrt zu ener Reduktion der Motilitat
(Danscher & Rebbe, 1974 ; Stoltenberg et al., 1997b; Sorensen et al., 1999b). Bindet man das
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extrazelluldre Zink, zum Beispiel mit dem Chelator " Calzium ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA)”, so fuhrt dies zu einer Erhdhung der VSL-Motilitdt (Huacuja et a., 1973;
Sorensen et al., 1999b). Von Carpino et al. (1998) wurde vermutet, dal’ eine Erhdhung des
extrazelluldren Zink zu einer Erniedrigung der Progressivmotilitét fuhrt, was durch die
Beobachtungen von Sorensen et al. (1999b) gestiitzt wird. Diese Untersuchungen zeigen, dal3
Zink seine Wirkung an unterschiedlichen Orten auf unterschiedliche Weise entfalten mulf3.
Einerseits scheint es eine wichtige Funktion bei der Energiegewinnung der Spermatozoen, an
den Mitochondrien, zu erfillen, da es bei der Bindung des dort vorhandenen Zinkes durch
Chelatoren zu einer Supresson der Motilitée kommt. Andererseits mul3 es noch ene
hemmende Funktion auf die Spermatozoenmotilitdt und insbesondere auf die
Progressivmotilitdt besitzen. Eine wichtige Rolle kdnnte hierbei den zinkreichen Mantelfasern
zukommen.

In dieser Arbeit wurde der Einflu3 der Chelatoren DL-Penicillamin, DMSA, DMPS und eines
Oligopeptids von Metallothionein auf die Motilitdtsparameter von gewaschenen und durch
Swim-up selektionierten  humanen Spermatozoen untersucht. Weil der Einflul des
Oligopeptids von Metallothionein auf die Motilitét der Spermatozoen nur gering war, wurden
die Versuche mit dieser Substanz nach zehn untersuchten Ejakulaten abgebrochen. Eine
Begrindung fir die schwéchere Wirkung des Oligopeptids konnte eine niedrigere
Komplexhildungskonstante gegeniiber den anderen Chelatbildnern sein. Diese Konstante gibt
Auskunft Uber das Verhdtnis von chelatgebundenem Metall zu freiem Metal und frelem
Chelatbildner und gehorcht dem Massenwirkungsgesetz.

Die anderen drei Chelatbildner, DMPS, DMSA und DL-Penicillamin, verursachten eine
sgnifikante Anderung der Motilitdtsparameter. Dafur, da das Wirkprinzip bei alen drei
Chelatbildnern gleich ist, spricht, dal3 alle drei die Motilitét der Spermatozoen in die gleich
Richtung beeinfluf3t haben, egal bel welcher Konzentration oder zu welcher Inkubationszeit.
Der Antell nichtlinear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen wurde durch die
Einflunahme der Chelatoren im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Im Gegensatz dazu
wird der Anteil linear motiler Spermatozoen an den motilen Spermatozoen durch den Einfluf3
der Chelatoren gesteigert. Bei der Progressivgeschwindigkeit (VSL) der motilen
Spermatozoen wird durch den Einflu3 der Chelatoren eine hdhere Geschwindigkeit als in der
Kontrollgruppe erreicht. Bel einem Vergleich der Chelatoren untereinander (3.3.1. - 3.3.3)
zeigte sich, dai lediglich bel der Progressivgeschwindigkeit der motilen Spermatozoen ein

signifikanter Unterschied zwischen DMSA und DL-Penicillamin besteht (zweisatige
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Signifikanz p = 0,011). Bel allen anderen Vergleichen fand sich kein Unterschied zwischen den
einzelnen Substanzen beziiglich ihrer Wirkung auf die Motilitét der Spermatozoen. Aufféllig ist
jedoch, daf? wahrend es zu einer Abnahme der " Nichtlinear motilen Spermatozoen” kommt, die
Fraktion der "Linear motilen Spermatozoen” zunimmt. Diese Daten weisen darauf hin, dafd
durch die EinfluRBnahme der Chelatoren eine Anderung des Bewegungsmusters der
Spermatozoen verursacht wird. Es kommt offensichtlich bei einigen Spermatozoen zum
Wechsel von einem ”Nichtlinear motilen”- zu einem ”Linear motilen”- Bewegungsmuster mit
einer Erhdhung der Progressivgeschwindigkeit. Ein  sehr  &hnlicher Wandel des
Bewegungsmusters der Spermatozoen wird auch in vivo vollzogen. Es kommt wéahrend des
Prozesses der Reifung im Nebenhoden zu einer Anderung des Bewegungsmusters der
Spermatozoen (siehe auch Kapitel 4.6). Dieses andert sich von einem nicht progressivmotilen
Flagellumschlag im Rete testis und Caput epididymis (Mohri & Yanagimachi, 1980; Cooper,
1986; Methieu et a., 1992) zu einem progressvmotilen Flagellumschlag im Bereich von
Corpus und Cauda epididymis (Bedford, 1973; Bork et al., 1988; Chevrir & Dachieux, 1988;
Haidl et a., 1994).

Eine weitere Veranderung, die sich wahrend der Nebenhodenpassage ereignet und im
Zusammenhang mit dem Erlangen der Progressivmotilitét gesehen wird, ist die Reduktion des
Zinkgehaltes der Spermatozoen um ungefdhr 60% (Srivastava et al., 1983; Kaminska et al.,
1987). Dabei wird davon ausgegangen, dal? es durch einen Zinkentzug zu einer Ausbildung
von Disulfidbriicken in den Mantelfasern, und damit zu einer Erhthung der Rigiditéat derselben
kommt (Abbildung 28). Dies erhdht die Steifigkeit der Mantelfasern. Da die Mantelfasern
unmittelbar mit den Mikrotubuli des Axonem verbunden sind und als Bindeglied der
Kraftibertragung zwischen Axonem und der Basis des Flagellum fungieren, hat eine
Verdnderung ihrer Rigiditdt unmittelbaren  Einflud auf das Bewegungsmuster
(Lindemann, 1996). Durch die Erhthung der Steifigkeit der Mantelfasern kommt es zu einer
geringeren Amplitude des Flagellumschlages. Eine geringe Amplitude des Flagellumschlages
findet sich vor allem bei progressv motilen Spermatozoen, wie sie im Schwanz des
Nebenhoden, bzw. bei gakulierten Spermatozoen, anzutreffen sind. In dieser Arbeit ist es
ebenfalls zu einer Anderung des Bewegungsmusters der Spermatozoen, hin zu einem
progressiv motilen, gekommen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind daher mit dem geschilderten Mechanismus sehr gut
vereinbar. Letztendlich konnte bei dieser Untersuchung jedoch die Frage, ob Zink das
zweiwertige Kation ist, welches durch die Chelatoren gebunden wird, nicht zufriedenstellend
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geklart werden, da eine Zinkreduktion im Spermatozoon in der mit der AAS durchgefihrten
Untersuchung nicht nachweisbar war. Versucht man, die hier gefundenen Daten in die bisher
veroffentlichte Literatur einzuordnen, so deutet doch eine ganze Menge darauf hin, dal3 Zink
das Element sein muR3, welches durch die Chelatoren gebunden wird. Dem Chelator
DL-Penicillamin wurde in Versuchen mit Hamsterspermatozoen bereits eine zinkbindende
Eigenschaft zugeschrieben (Andrews, 1989). In dieser Arbeit erfolgte erstmas die
Verwendung von DL-Penicillamin an humanen Spermatozoen. Fir die Chelatoren DMSA und
DMPS existieren in der Literatur keine Daten beztglich ihrer Wirkung auf Spermatozoen. In
dieser Arbeit wurde erstmas gezeigt, da3 DMSA und DMPS in der Lage sind
Motilitétsparameter von humanen Spermatozoen zu beeinflussen. Die grof3e Synergie in der
Wirkung dler drei Chelatoren 183t vermuten, da® der Wirkmechanismus bei allen drei
Substanzen der gleicheist.

Aus einem anderen Blickwinkel betrachtet, sprechen auch einige Argumente fir Zink als
Kation, welches durch die Chelatoren gebunden wird und somit wahrscheinlich auch fir die
Anderung der Motilitétsparameter verantwortlich ist. Denn betrachtet man Untersuchungen
mit Chelatoren beziglich anderer Kationen, wie Kalzium, Kalium und Vanadium, so féllt ins
Auge, dal der Einflu der hierfir verwendeten Chelatoren die Motilitdt reduziert
(Ashizawa, 1995; Luconi et a., 1996; Bourinbaiar et a., 1996; Centola, G.M., 1998; D Cruz,
1998). Untersuchungen mit zinkbindenden Chelatoren haben ergeben, dal3 der intrazellulére
Zinkchelator DEDTC zur Immobilisierung der Spermatozoen fuhrt (Danscher & Rebbe, 1974;
Stoltenberg et al., 1997b; Sorrensen et al., 1999b). Extrazellulére Zinkchelatoren, wie z.B.
EDTA, sollen jedoch zu einer Erhdhung der VSL - Moatilitét fuhren (Huacuja et al., 1973;
Sorrensen et al., 1999b). Im Vergleich der hier verwendeten Chelatoren mit denen in der
Literatur beschriebenen, findet sich bezlglich deren Wirkung auf die Parameter der Motilitat
die groRte Ahnlichkeit mit einem extrazelluldren Zinkchelator, wie z.B. EDTA. Auch diese
Tatsache spricht sehr dafir, dal3 die Einflu3nahme der Chelatoren DL-Penicillamin, DMSA
und DMPS auf die Motilitét der Spermatozoen Uber eine Bindung von Zink erfolgt.

In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dal3 die getesteten Chelatbildner in der Lage sind
die Matilitét von Spermatozoen zu beeinflussen. Der Nachweis, dal3 Zink das durch die
Chelatoren komplexierte Metal war, wie von uns vermutet, ist mittels der AAS nicht
gelungen. Fir die Klarung des Wirkmechanismus sind deshalb weitere Untersuchungen, auch

mit anderen Methoden, notwendig. Ein Ansatzpunkt wére zusétzlich durch die Zugabe eines
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Reduktionsmittels Zink aus der relativ stabilen Mercaptidbindungen zu 16sen und damit den
Vorgang der Chelathildung zu vereinfachen. Dies konnte zu einem schnelleren oder
ausgepragteren Wirkungseintritt fuhren. Auch eine grofl3ere Differenz des Zinkgehaltes im
Vergleich zur Kontrollgruppe wére damit denkbar. Ein weiterer Aspekt, der zu klaren wére ist,
ob die in dieser Arbeit gefundene Zunahme der Progressivmotilitét durch eine Zunahme der
Schlagfrequenz, mit einer Erhdhung des Energiestoffwechsels, oder durch eine Modifikation
des Bewegungsmusters zustandekommit. In beiden Féllen ware eine urséchliche Beteiligung
von Zink denkbar. Bei der Zunahme des Energiestoffwechsels kdnnte Zink als Bestandtell
essentieller  Enzyme eine entscheidende Rolle spielen. Bei  einer  Erhdhung  der
Progressivmotilitdt durch eine Anderung des Bewegungsmusters mit einer Zunahme der
Rigiditét der Mantelfasern wirde die Rolle von Zink als Weichmacher der Mantelfasern zum

tragen kommen. Diese Fragen werden sicher Gegenstand zukunftiger Arbeiten sein.
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5. Zusammenfassung

Die Bedeutung der Motilitdt von Spermatozoen fur die Befruchtung steht auf3er Frage. Ist ein
Spermatozoon immotil, so kann es die Eizelle nicht erreichen. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen haben lediglich bel ungefahr 50% der in ihrer Motilitdt gestOrten
Spermatozoen ein morphologisches Korrelat finden konnen. Fir die andere Héfte ist
anzunehmen, dal3 die Ursache fur die Minderung der Motilitde wahrscheinlich in
physiologischen und biochemischen Dysfunktionen und/oder Interaktionen zu suchen ist.

Ein Element, welches im méannlichen Reproduktionstrakt in auf3ergewohnlich hoher
Konzentration vorkommt, ist Zink. Es wurde sowohl im Spermatozoon, as auch im
Seminalplasma nachgewiesen. Seine Funktion scheint vielseitig zu sein. Neben protektiven
Eigenschaften gegenliber Oxidation und bakteriellen Infektionen, wird diesem Element immer
wieder ein starker Einfluf auf die Motilitdt der Spermatozoen zugeschrieben.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde eine Substitution von Zinksulfat zu gewaschenen und
durch Swim-up selektionierten humanen Spermatozoen durchgefthrt. Als Kulturmedium
wurde HTF-HSA-Medium verwendet. Ansdtze wurden erstellt mit den Konzentrationen
1 mol/l ZnSO,, 10 mol/l, 100 mol/l, 1 mmol/l und ein jeweiliger Kontrollansatz. Mit Hilfe der
"Computer assisted Semen analysis (CASA)", wurde direkt nach dem Ansetzen der Probe,
sowie nach der Inkubationszeit 1 Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden und 6 Stunden eine
Bestimmung der Motilitétsparameter durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
zeigten keine eindeutige Beeinflussung der Motilitétsparameter der Spermatozoen durch die
Zugabe von Zinksulfat.

Diese Arbeit beschéftigt sich im Welteren mit der Substitution von Metallchelatoren zu
gewaschenen und durch Swim-up selektionierten humanen Spermatozoen. Verwendung fanden
hierbei die Substanzen "meso-2,3-Dimercapto Acid (DMSA)", "2,3-Dimercapto-1-
Propansulfonsdure (DMPS)", DL-Penicillamin und das Oligopeptid "Lys-Cys-Thr-Cys-Cys-
Ala'. Die Substanzen DMSA, DMPS und das Oligopeptid haben in diessm Zusammenhang
vorher noch nie Verwendung gefunden. In der ersten Versuchsreihe wurden die Spermatozoen
von einem Ejakulat so vertellt, da3 Ansdtze mit 1 pmol/l, 10 pmol/l, 100 pmol/l und ein
Kontrollansatz fir jeden der Chelatoren entstand. Es erfolgte die Messung der
Motilitétsparameter direkt nach dem Ansetzen, sowie nach 1 Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden
und 6 Stunden mit Hilfe der CASA.
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Aufgrund der relativ schwach ausgeprégten Wirkung wurden die Versuche mit dem
Oligopeptid nach der Untersuchung von 10 Ejakulaten abgebrochen. Bei den anderen
Chelatoren wurden 20 Ejakulate untersucht. Es zeigte sich, dai3 es durch den Einflul aller drei
Chelatoren zu einer signifikanten Anderung der Motilitdt zu einem progressiv motileren
Bewegungsmuster kam. Diese zeigte sich bel den Motilitatsparametern "Nichtlinear motile
Spermatozoen”, "Linearmotile Spermatozoen” und der "Progressivgeschwindigkeit (VSL) der
motilen Spermatozoen”, sowohl fir jede der getesteten Konzentrationen, als auch zu jedem
untersuchten Inkubationszeitpunkt. Durch den Einflud der Chelatoren kam es zu einer
Abnahme der "Nichtlinear motilen Spermatozoen”, zu einer Zunahme der "Linear motilen
Spermatozoen” und zu einer Erhéhung der "Progressivgeschwindigkeit (VSL) der motilen
Spermatozoen.

In der zweiten Versuchsrethe wurden Spermatozoen von insgesamt 21 Ejakulaten auf die
gleiche Weise prépariert wie in der Ersten. Es wurden Ansdtize mit DMSA, DMPS und
DL-Penicillamin mit einer Konzentration 100 pmol/l und ein Kontrollansatz hergestellt. Diese
wurden zum Inkubationszeitpunkt 2 Stunden mit Hilfe der CASA bezuglich ihrer
Motilitétsparameter analysiert. Direkt nach der Messung mit der CASA erfolgte die
Weiterverarbeitung der Ansétze fir die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS).

Bezlglich der Analyse der Motilitétsparameter zeigten die Chelatoren die gleiche Wirkung wie
in der ersten Versuchsrethe. Bei einem Vergleich der Chelatoren untereinander zeigte sich
lediglich bel dem Motilitdtsparameter "Progressivgeschwindigkeit (VSL) der motilen
Spermatozoen” eine signifikant starkere Wirkung von DL-Penicillamin gegentiber DMSA. Bel
der Ermittlung der Zinkkonzentration der Spermatozoen zeigten sich im Vergleich der Ansétze
mit Chelatoren kein dignifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Die gefundenen
Zinkkonzentrationen lagen im Mittelwert zwischen 27,8 ng/10° Spermatozoen
(DL-Penicillamin) und 30,7 ng/10° Spermatozoen (Kontrollgruppe). Damit liegen diese Werte
in einem Bereich der in der Literatur bereits beschrieben wurde (25 ng/10° Spermatozoen bis
55,3 ng/10° Spermatozoen).

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse zeigen, dal3 die Motilitétsparameter von humanen
Spermatozoen durch die Substitution der Chelatoren DMSA, DMPS und DL-Penicillamin zu
beeinflussen sind. Letztlich konnte der genaue Mechanismus fir diese Beeinflussung jedoch
nicht aufgezeigt werden. Bel der Einordnung der hier gefundenen Daten in die bisher
publizierte Literatur spricht aber vieles dafir, dal3 die Wirkung Uber eine Bindung von Zink an

die Chdatoren zustande kommt. Besonders die Funktion von Zink as Weichmacher der
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Mantelfasern wirde vor dem Hintergrund des ,,geometric-Clutch*-Modell die Verdnderung des

Bewegungsmusters durch den Entzug von Zink erklaren.
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