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1 Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Ziedsetzungen der Arbeit

Anhand eines grof3en Kollektivs von Patienten der andrologischen Sprechstunde des
Zentrums fur Dermatologie und Andrologie der Justus-Liebig-Universitdt (JLU) Giessen
soll die Prévalenz einer eingeschréankten Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und
deren intra- und interindividuelle Schwankungen untersucht werden. Weiterhin soll der
Einfluld verschiedener Faktoren auf die akrosomale Resktion beurteilt werden. Dazu
gehdren die Standardsamenparameter, eine bakterielle Infektion des Ejakulates und
deren anschliefRende antibiotische Therapie, Schwankungen der Messung der
akrosomalen Reaktion durch verschiedene Untersucher und jahreszeitliche
Schwankungen. Die aus den Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse sind von
klinischer Bedeutung, da die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion als Marker fur

die Fertilisierungskapazitét menschlicher Spermatozoen verwendet wird.

1.2 Aufbau des menschlichen Sper matozoons

Bis zur Bildung einer Samenzelle werden im Keimepithel des Hodens verschiedene
Reifungs- und Differenzierungsprozesse durchlaufen.

Hierbei kann die Spermatogenese von der Spermiogenese unterschieden werden. Die
Bildung der Spermatozyten aus den basal gelegenen Spermatogonien wird als
Spermatogenese bezeichnet, wahrend die Spermiogenese die weitere Differenzierung
der im Rahmen der zweiten Reifeteilung aus den Spermatozyten 2. Ordnung
entstandenen Spermatiden zu testikuldren Spermatozoen umfasst. Wahrend der
Spermiogenese entwickeln sich auch die akrosomalen Strukturen (Holstein und Roosen-
Runge, 1981).

Das reife Spermatozoon ist eine freie und aktiv bewegliche Zelle. Die morphol ogischen
Hauptkomponenten sind der Kopf mit dem Akrosom, das Hals- oder Verbindungsstiick,
sowie das Fagdlum, welches aus dre  Abschnitten besteht, einem

mitochondrientragenden Mittel stiick, sowie einem Haupt- und Endstiick.
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Der Kopf bildet die Hauptmasse des Spermatozoons. Er enthdlt den Zellkern, dessen
Chromatin stark verdichtet ist. Apikal Uber dem Zellkern ist der Kopf in den vorderen
zwei Dritteln vom Akrosom Uberzogen. Das Akrosom, welches auch als speziaisiertes
Lysosom bezeichnet wird, enthét lysosomale Enzyme (Allison und Hartree, 1970).
Diese spielen eine wichtige Rolle bel der Passage der Spermatozoen durch die Corona
radiata und die Zona pellucida der Eizelle. Die wichtigsten spermienspezifischen
Enzyme sind das Akrosin und die Hyaluronidase.

Das Akrosom wird zum Zellkern durch die innere akrosomale Membran und nach auf3en
durch die auiRere akrosomale Membran begrenzt. Die aul3ere akrosomale Membran liegt
direkt unter der Plasmamembran (Abbildungl). Zwischen der inneren und der duf3eren
Membran befindet sich die akrosomale Matrix, die wahrend der akrosomalen Reaktion
freigesetzt wird.

Abbildung 1
Membranen und Regionen des K opfes des menschlichen Spermatozoon (aus Eddy und
O’Brian, 1994)
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Zytoskelettale Strukturen, die das Akrosom stabilisieren, sind an drel Regionen des
Kopfes lokalisiert, und zwar zwischen Akrosom und Zellkern, zwischen Akrosom und
Plasmamembran und zwischen dem Zellkern und der postakrosomalen Plasmamembran
(Eddy und O'Brien, 1994).

Das Akrosom besteht aus zwei Segmenten, dem anterioren Anteill und dem
Aquatorialsegment (Eddy und O'Brien, 1994). Wéhrend der akrosomalen Reaktion
verschmelzen die &ul3ere akrosomale Membran und die Plasmamembran des anterioren
Segmentes, wéhrend die innere akrosomale Membran und das aquatoriale Segment
bestehen bleiben (Eddy und O'Brien, 1994). Nagae et al. (1986) zeigten, dal3 die Region,
die unmittelbar apikal zum aquatorialen Segment liegt, eine wichtige Fusionsstelle fur
die aullere akrosomale Membran und die Plasmamembran wahrend der akrosomalen
Reaktion darstellt.

Die Plasmamembran, die das Aquatorialsegment bedeckt, spielt eine wichtige Rolle bei
der Fusion zwischen Spermatozoon und Eizelle (Bedford et al., 1979).

1.3 Kapazitation

Die Spermatozoen mussen nach der Ejakulation im weiblichen Genitaltrakt einen
Aktivierungsprozeld durchmachen, der es ihnen ermoglicht, eine Eizelle zu befruchten.
Dieser Prozef3 wurde erstmals von Chang (1951) und Austin (1952) beschrieben und als
Kapazitation bezeichnet. Der Kapazitationsprozefd fuhrt nicht zu sichtbaren
morphol ogischen Verénderungen. Er ist mit Membranveranderungen und biochemischen
Prozessen verbunden, die gemeinsam Voraussetzung sind fir die Zona-pellucida-
induzierte akrosomale Reaktion, fur die Zonapenetration und fur die Fusion mit der
Eizelle (Topfer-Petersen et a., 1996). Wichtige Schltisselereignisse sind hierbei die
Entfernung von Cholesterin aus der Plasmamembran und ein Kalziumioneninflux in das
Spermatozoon. Ein weiterer wichtiger Aspekt sind Veranderungen der Motilitdt, die
wahrend der Kapazitation auftreten konnen und as ,Hyperaktivierung“ bezeichnet

werden.
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1.4 Akrosomale Reaktion

Die akrosomale Reaktion ist ein exozytotischer Prozef, bel welchem die
Plasmamembran mit der aufleren akrosomalen Membran verschmilzt. Anschlief3end
werden die intraakrosomalen Enzyme freigesetzt, welche die Spermatozoen zur
Penetration durch die Zona pellucida beféhigen und somit die Voraussetzung fur die
Fertilisation der Eizelle schaffen (Lange et al., 1992).

141 Strukturelle Veranderungen

Die ultrastrukturellen Veradnderungen der akrosomalen Reaktion wurden erstmals von
Barros et al. (1967) beschrieben. Eine akrosomale Reaktion kann in vivo nur bei
kapazitierten Spermatozoen ablaufen. Russell et al. (1979) zeigten schon, dal es bel der
akrosomalen Resktion zu einem Verschmelzen der Plasmamembran mit der &uf3eren
Membran kommt. Nagae et al. (1986) und spéater Stock und Fraser (1987) studierten
elektronenmikroskopisch den Ablauf der akrosomalen Reaktion bei menschlichen
Spermatozoen. Danach kann man die akrosomale Resktion in funf oder sechs
morphologische, zeitlich aufeinanderfolgende Schritte unterteilen (Nagae et al., 1986;
Stock und Fraser, 1987) (Abbildung 2). Ausgangspunkt ist das intakte Akrosom ohne
morphologische Veranderungen. Zunéchst schwillt die akrosomale Matrix an;
Plasmamembran und &uf3ere akrosomale Membran bleiben intakt. Spéter sind innerhalb
der akrosomalen Matrix viele Veske zu beobachten, die vorwiegend durch
Invaginationen der auf¥eren akrosomalen Membran gebildet werden und seltener durch
Invaginationen sowohl der auReren Membran, als auch der Plasmamembran. Gemaf
Jamil und White (1981) spielt nur die &ullere akrosomale Membran bel der
Veskelentstehung in menschlichen Spermatozoen eine Rolle. Ein gemeinsames
Merkmal der Spermatozoen in diesem Schritt ist die ,Kréuselung® (,ruffling®) der
Plasmamembran und der aufReren akrosomalen Membran. Dann verschmelzen die
Plasmamembran und die aul3ere Membran, vorwiegend im Bereich der akrosomaen
Kappe und im vorderen Bereich des Aquatorialsegmentes, miteinander, so daRR die

akrosomale Matrix weitgehend freigesetzt wird.
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Zuletzt fehlen die Plasmamembran, die auliere akrosomale Membran und die akrosomale
Matrix, so dald die innere akrosomale Membran exponiert wird. Bei einigen
Spermatozoen sind in der Nahe der inneren akrosomalen Membran Veskel zu

beobachten. Das Aquatorial segment bleibt normalerweise erhalten.

Abbildung 2
Schematischer Verlauf der akrosomalen Reaktion bel menschlichen Spermatozoen (aus

Nagae et ., 1986)
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Die akrosomale Reaktion ist nicht nur dafir Voraussetzung, dal3 die Spermatozoen die
Zona pellucida durchdringen konnen, sondern auch dafur, dal3 die Plasmamembran der
Eizelle mit der Membran der Spermatozoen im Bereich des Aquatorialsegmentes
verschmelzen kann (Y anagimachi, 1994). Akrosomal intakte Spermatozoen sind nicht in

der Lage, mit der Eizelle zu verschmel zen.



6 1 Einleitung

1.4.2 Spontane akrosomale Reaktion

In-vitro-Untersuchungen an Spermatozoen verschiedener Spezies haben gezeigt, dai3
Spermatozoen auch ohne Kontakt mit physiologischen oder artifiziellen Induktoren
akrosomal reagieren konnen (Y anagimachi, 1994). Diese Reaktion der Spermatozoen in
einem Kapazitationsmedium ohne Stimulanzien wird als spontane akrosomale Reaktion
bezeichnet. Wie bel der Zona-pellucida-induzierten akrosomalen Reaktion kommt es zu
einem Verlust der Kopfkappe.

Untersuchungen an Mausspermatozoen zeigten, dal3 spontan akrosomal reagierte
Spermatozoen nicht mehr an die Zona pellucida binden und somit die Oocyte nicht mehr
befruchten kénnen (Saling, 1989; Kopf und Gerton, 1991). Spontan akrosomal reagierte
Spermatozoen vermogen nur noch Zona pellucida freie Oocyten zu befruchten (Naito et
a., 1992). Tesarik (1989) hat an humanen Spermatozoen gezeigt, dal3 sich durch die
spontane akrosomale Reaktion der Anteil an Spermatozoen verringert, die fahig sind, auf
einen biologischen Stimulus zu reagieren. Die Inzidenz der spontanen akrosomalen
Reaktion kann von verschiedenen Faktoren abhéangen: der Spezies, der
Zusammensetzung des  Inkubationsmediums, der  Inkubationsdauer, einer
medikamenttsen Behandlung und immunologischen Faktoren (Y anagimachi, 1994).
Stock und Fraser (1987) untersuchten menschliche Spermatozoen von gesichert fertilen,
und nicht sicher fertilen Mannern. Nach 24 Stunden unter Kapazitationsbedingungen
waren die Spermatozoen von 9.7% der fertilen Méanner und 10.5% der nicht sicher
fertilen Manner komplett akrosomal reagiert. Der Anteil spontan akrosomal reagierter
Spermatozoen war geringer, wenn sie 24 Stunden mit Seminalplasma inkubiert wurden
(Cross, 1996). Pilikian et al. (1992) zeigten unter klassischen In-vitro-Bedingungen, dal3
fertile und subfertile Spermaproben bei Asthenozoospermie die gleiche Rate an spontan
akrosomal reagierten Spermatozoen aufwiesen. Die Beurteilung der spontanen
akrosomalen Reaktion allein ist also kein geeigneter Parameter, um die Fertilitét zu
evaluieren (Byrd und Wolf, 1986; Stock und Fraser, 1987; Aitken, 1990).

Zusammenfassend wird die spontane akrosomale Reaktion heute als unphysiologisch

beurteilt. Als Fertilitdtsparameter wird sie nicht verwendet.
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1.4.3 Induktion der akrosomalen Reaktion in vivo

Nach derzeit gangiger Vorstellung wird die akrosomale Reaktion unter physiologischen
Bedingungen bei Kontakt des Spermatozoons mit der Zona pellucida und dem Oocyten-
Cumulus-Komplex induziert (Cross et al., 1988; Stock et al., 1989).

Auf ihrem Weg zur Eizelle passieren die Spermatozoen verschiedene Organe und
Gewebe, welche die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion sowohl positiv, as auch
negativ beeinflussen kdnnen. Die negativ regulierenden Faktoren haben die Aufgabe,
eine fruhzeitige akrosomale Reaktion zu verhindern, da Spermatozoen, die ihre
akrosomalen Enzyme bereits freigesetzt haben, die Zona pellucida nicht mehr
durchdringen kdnnen. So kénnen Proteine des Nebenhodens, die an die Plasmamembran
der Spermatozoen binden, die akrosomale Reaktion beeinflussen (Boué et al., 1996).
Auch das Seminaplasma hat eine protektive Wirkung (Han et al., 1990). Aus dem
Seminal plasma wurden entsprechende Faktoren isoliert, welche die akrosomale Reaktion
inhibieren, unter anderem ein Akrosom stabilisierender Faktor (ASF) und ein die
akrosomale Reaktion inhibierendes Glycoprotein (ARIG) (Thomas et a., 1986; Drisdel
et al., 1995). Mori et al. (1993) untersuchten den Einflufd von Mannose und Fruktose,
Bestandteile des Seminaplasmas, auf die akrosomale Reaktion der Spermatozoen.
Demnach zeigte Fruktose im Gegensatz zur Mannose einen hemmenden Effekt auf die
akrosomale Reaktion. Beide Zucker konnten die Penetration durch die Zona pellucida
blockieren. Eine verfrihte akrosomale Reaktion wird auch verhindert durch Cholesterin,
das in die Spermatozoenmembran eingebaut wird und stabilisierend wirkt (Cross, 1996;
Topfer-Petersen et a., 1996).

Weliterhin missen Interaktionen zwischen Spermatozoen und Sekretionsprodukten oder
Epithelien des weiblichen Genitaltraktes diskutiert werden (Fusi et al., 1994). Die Rolle
des Zervixmukus auf die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion ist teilweise
umstritten, es wurden sowohl inhibitorische, a's auch férdernde Wirkungen beschrieben
(Hoshi et a., 1993; Perry et a., 1996). Nach Untersuchungen von Hoshi et a. (1993)
kann der Zervixmukus allein die akrosomale Reaktion nicht stimulieren. Jedoch war die

Zahl der Spermatozoen, die nach Stimulation durch Zona pellucida akrosomal
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reagierten, erheblich héher, wenn die Spermatozoen den Zervixmukus passiert hatten.
Der Mukus hétte demnach einen beguinstigenden Effekt auf die Kapazitation. Dagegen
zeigte sich in Studien von Perry et al. (1996), die menschliche Spermatozoen mit
Zervixmukus inkubierten, die spontane und die durch lonophor-induzierte akrosomale
Reaktion niedriger als bei der Kontrollgruppe, die nicht mit Zervixmukus inkubiert
wurden. Spermatozoen, die 72 Stunden nach dem Koitus aus dem Zervixmukus
gewonnen wurden, wiesen nur eine leicht erhthte Rate akrosomaler Reaktionen auf
(10.6%), die dhnlich der nach 17 Stunden Inkubation gemessenen Zahl (9.6%) war
(Bielfeld et al., 1992). Diese Ergebnisse deuten auf protektive Effekte des Mukus
beziiglich der akrosomalen Reaktion hin.

Untersuchungen zur Stimulation der akrosomalen Reaktion durch das Endometrium
wurden von Fusi et al. (1994) durchgefuhrt. Sie inkubierten Spermatozoen von 17
subfertilen Mannern mit Endometriumzellen und beobachteten einen Anstieg spontan
akrosomal reagierter Spermatozoen. Durch die Sekretion von Steroidhormonen und
Proteinen scheint das Endometrium einen fordernden Einfluld auf die akrosomale
Reaktion zu haben, wogegen ein Einflu des Tubenepithels nicht nachweisbar ist
(Bongso et al., 1993; Fusi et a., 1994; Banerjee und Chowdhury, 1995).

Follikularflussigkeit, Granul osazellen, Cumuluszellen und die Zona pellucida konnen die
akrosomale Reaktion induzieren (De Jonge et a., 1988; Yao et al., 2000). Bei der
Auslosung der akrosomalen Reaktion durch Follikularflissigkeit scheinen Progesteron
und Proteine aus dem Cumulus oophorus eine wichtige Rolle zu spielen (Tesarik et al.,
1988; Thomas und Meizel, 1988; Blackmore et a., 1990; Baldi et al., 1991; Minami et
al., 1995).

Der wichtigste physiologische Stimulus der akrosomalen Reaktion ist die Bindung des
Spermatozoons an die Zona pellucida. Die Interaktion der Spermatozoen mit der Zona
pellucida kann man nach Y anagimachi (1994) in drei Schritte einteilen. Zuerst kommt es
zur Bindung der akrosomal intakten Spermatozoen (primére Bindung), dann zur Bindung

der akrosoma reagierenden und reagierten Spermatozoen (sekundére Bindung) und
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zuletzt zur Penetration der akrosomal reagierten Spermatozoen durch die Zona pellucida.
In der Maus gilt das Glycoprotein ZP3 a's Ligand der Rezeptoren in der Plasmamembran
der Spermatozoen, welche die Kaskade der Signaltransduktion und somit die akrosomale
Reaktion auslésen (Florman und Storey, 1982; Bleil und Wassarman, 1983). ZP3 kann
die akrosomale Reaktion auch in rekombinanter Form ausldsen (Van Duin et a., 1994;
Brewis et a., 1996). Der Einflul3 der Zona pellucida auf die akrosomale Reaktion ist
vielfach untersucht worden (Cross et al., 1988; Coddington et a., 1990; Hoshi et a.,
1993).

1.4.4 |Induktion der akrosomalen Reaktion in vitro

Wegen der limitierten Verfigbarkeit der oben beschriebenen physiologischen Stimuli,
wie z.B. Zona pellucida, wird fir Routinezwecke die akrosomale Reaktion artifiziell
ausgel0st. Diese kann z.B. durch Zugabe eines Kalzium lonophors (A23187), welches
den intrazelluldren Kalziumspiegel erhoht, induziert werden (Talbot und Chacon, 1980).
Ebenso kdnnen Analoga des cAMP, Phosphodiesterase-Inhibitoren, sowie Stimulatoren
der Adenylatzyklase, Stimulatoren der Proteinkinase C und Progesteron eingesetzt
werden (Kopf et al., 1983; Osman et a., 1989; De Jonge et a., 1991a und 1991b; Meizel
et a., 1995).

Neben diesen pharmakologischen Stimuli kann auch Kélte als physikalischer Reiz die
akrosomale Reaktion induzieren (Sanchez und Schill, 1991a und 1991b).

In dieser Arbeit wurde die akrosomal e Reaktion durch Kalte induziert.

Bel der Beurteilung der akrosomalen Reaktion muissen insgesamt drei Parameter
berticksichtigt werden, die spontane akrosomale Reaktion, die induzierte akrosomale
Reaktion und die induzierbare akrosomale Reaktion (AAR), welche durch die Differenz
zwischen dem Anteil spontan und induziert akrosomal reagierter Spermatozoen definiert

wird.
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1.4.4.1 Induktion der akrosomalen Reaktion durch Kalte

Bereits 1983 fanden Bolanos und Katz, da sich das Fertilisierungsverhaten
menschlicher Spermatozoen im Hamster-Ovum-Penetrationstest durch eine 48-stiindige
Inkubation bel 2°C bis 5°C signifikant verbesserte. 1987 bestétigten Chan et al. diese
Resultate ebenfalls fir eine nur 24-stiindige Inkubationsdauer. Auch Sdnchez und Schill
(1991b) zeigten im Hamster-Ovum-Penetrationstest, dal3 sich nach 24-stindiger
Inkubation bel 4°C, gefolgt von ener 3-stindigen Inkubation bei 37°C, die
durchschnittliche Penetrationsrate, die Anzahl dekondensierter Spermatozoenkdpfe und
der Anteil an die Oocyte bindender Spermatozoen signifikant erhdhten. Die Inkubation
Uber 24 Stunden bel 4°C erhdht auch den Prozentsatz akrosomal reagierter
Spermatozoen signifikant. Henkel et al. (1993) zeigten weiterhin, dal3 die Fahigkeit zur
kalteinduzierten akrosomalen Reaktion mit den Fertiliserungsraten im In-vitro-
Fertilisations-Programm  korrelierte. Sie definierten as cut-off-Level fur die
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion 7.5%.

1.4.4.2 Induktion der akrosomalen Reaktion durch Kalzium lonophor A23187

Das hivalente Kation lonophor A23187 wird in der Prasenz von exogenem Kalzium
haufig zur Induktion der akrosomalen Reaktion verwendet (Talbot et a., 1976; Smith et
al., 1983). Dieses lonophor bildet mit Kalziumionen einen lipophilen Komplex, welcher
die Kaziumionen rasch durch die Plasmamembran der Spermatozoen transportiert und
auf diese Weise die intrazelluldre Kalziumkonzentration steigert. Die Erh6hung
intrazelluldrer Kalziumspiegel wird auch unter physiologischen Bedingungen bei der
Induktion der akrosomalen Reaktion beobachtet (Kopf und Gerton, 1991). Die durch
A23187 induzierte akrosomale Reaktion unterscheidet sich morphologisch nicht von der
durch physiologische Stimuli induzierten akrosomalen Reaktion (Green, 1978; Peterson
et a., 1978; Russell et al., 1979). Avrech et al. (1997) zeigten, da die
Fertilisierungsraten nach IVF mit der AAR durch A23187 und durch Follikul arflGissigkeit
positiv korrelierten. Im Gegensatz dazu scheint aber keine Korrelation zwischen der
A23187 induzierten und der Zona-pellucida-induzierten akrosomalen Reaktion zu
bestehen (Liu und Baker, 1996). Deshalb wird die physiologische Aussagekraft der
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Kazium lonophor-induzierten akrosomalen Reaktion von einigen Arbeitsgruppen in

Frage gestellt.

1.5 Bedeutung der akrosomalen Reaktion fur die mannliche Fertilitat

In Deutschland bleiben etwa 15-20% aller Ehen ungewollt kinderlos. Infertilitét ist dann
gegeben, wenn nach ein bis zwei Jahren ungeschitztem Geschlechtsverkehr bel
bestehendem Kinderwunsch keine Schwangerschaft eintritt. Die Ursachen der Sterilitét,
bzw. der Infertilitét liegen zu je etwa 30 bis 40% bel der Frau, beim Mann oder bei

beiden Partnern.

Bel 75 % der méannlichen Patienten mit niedrigen Fertilisierungsraten sind die Ursachen
Oligozoospermie, Teratozoospermie, Asthenozoospermie oder abnorme Akrosomen mit
verminderter oder fehlender Fahigkeit, an die Zona pellucida zu binden (Liu und Baker,
1990; Liu und Baker, 1992a; Liu und Baker, 1992b). Bel den tbrigen 25% der infertilen
Patienten mit normalem Spermiogramm und normaler Zona pellucida Bindung muf3 die
Ursache der Fertilitétsstorung in einem gestorten Prozel3 nach der Bindung der
Spermatozoen an die Zona pellucida liegen, d.h. es bestehen entweder Storungen der
akrosomalen Reaktion, der Penetration der Spermatozoen durch die Zona pellucida, der
Spermatozoon-Oolemma-Interaktion oder Stérungen der Spermatozoen DNA (Liu und
Baker, 1994; Y anagimachi, 1994).

Das klassische Standardspermiogramm, bei welchem die Parameter Viskositét,
Volumen, pH, Spermatozoenkonzentration, Spermatozoenanzahl pro Ejakulat, Motilitét,
Morphologie, Anzahl von Leukozyten und Fruktose gemessen wird, ist alleine zur
Beurteilung der Fertiliserungskapazitét von Spermatozoen nicht ausreichend. Aus
diesem Grund sind weitere Spermatozoenfunktionsteste propagiert worden, um
zusétzliche Informationen Uber die mannliche Fertilitét zu erlangen. Die Ergebnisse der
In-vitro-Fertilisation (IVF) konnen herangezogen werden, um die Spermatozoen-
funktionsteste zu evaluieren (Liu und Baker, 1992b). Dabei ist der akrosomale Status

signifikant mit der Fertilisationsrate nach IVF korreliert. Die Differenz zwischen der
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spontanen akrosomalen Reaktion und der induzierten akrosomalen Reaktion, die
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (AAR), zeigt signifikante Unterschiede
zwischen Ejakulaten gut und schlecht fertilisierender Patienten (Henkel et al., 1992).

15.1 Bedeutungder spontanen AR fir die mannliche Fertilitat
Eine Vidzahl von Studien haben Unterschiede in der akrosomalen Reaktion bei fertilen

und infertilen Ma&nnern gezeigt. Es finden sich Unterschiede in der Kinetik der
akrosomalen Reaktion (Topfer-Petersen et al., 1985). Van Kooij et a. (1986)
beobachteten, dal3 signifikant mehr Spermatozoen fertiler Ménner akrosomal reagierten
as die infertiler Manner. Reyes et al. (1984) fanden einen signifikant erniedrigten
Prozentsatz akrosomal reagierter Spermatozoen im Ejakulat infertiler Ménner, welcher
auch mit erniedrigter Motilitét korrelierte. Ebenso berichteten Fuse et al. (1993) bel
Patienten mit Oligoasthenozoospermie Uber ene signifikant erniedrigte Anzahl
akrosomal reagierter Spermatozoen. Akrosomale Stérungen wurden auch bei Patienten
mit Polyzoospermie gefunden (Schill et al., 1988).

Als alleiniger Parameter scheint die spontane akrosomale Reaktion jedoch ohne klare
Voraussagekraft fur die Fertilisierungskapazitdt menschlicher Spermatozoen zu sein
(Fénichel, 1995). Sie korreliert nicht mit der Fertilisierungsrate nach IVF (Plachot et al.,
1984; Henkel et a., 1993).
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1.5.2 Bedeutungder induzierbaren AR fur die mannliche Fertilitat

Im Gegensatz zur spontanen akrosomalen Reaktion korreliert die Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion (AAR) deutlich mit der Fertilitét.

Calvo et al. (1989) stellten bei 6 von 15 idiopathisch infertilen M&nnern eine reduzierte
AAR nach Inkubation mit FollikularflUssigkeit fest und zeigten spater an einem grof3en
Patientenkollektiv ebenfalls eine im Vergleich zu fertilen Mannern signifikant reduzierte
AAR bei infertilen Patienten. Eine signifikante Korrelation besteht auch zwischen der
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch Ké&lte und der Fertilisationsrate.
Patienten mit einer pathologisch erniedrigten Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
wiesen reduzierte Fertilisationsraten in vitro auf (Henkel et al., 1993). Anaog zeigten
Cummins et al. (1991) und Pilikian et a. (1992) eine reduzierte lonophor-induzierte
akrosomale Reaktion bei infertilen Patienten. Auch die Progesteron induzierte AR eignet
sich zur Voraussage der Fertilitét (Tesarik und Mendoza, 1992; Oehninger et a., 1994).
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2 MATERIAL UND METHODEN
21 Patienten

2.1.1 Auswahl der Patienten
Bel den untersuchten Patienten handelt es sich um Manner, welche die andrologische
Ambulanz des Zentrums fur Dermatologie und Andrologie der Justus-Liebig-Universitét

Giessen wegen unerfilltem Kinderwunsch aufsuchten.

2.1.2 Erfassung der Patienten

Samtliche Daten wurden in einer Tabelle (Excel 7.0) erfalt.

2.2  Ejakulatanalyse

Die Ejakulatgewinnung erfolgte durch Masturbation in der Klinik. Die Dauer der
sexuellen Karenz betrug 3-6 Tage. Das Ejakulat wurde in Plastikbechern (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) gesammelt.

Nach vollstandiger Verflissigung bei Raumtemperatur wurden die Ejakulatproben im
Routinelabor gemal3 den Richtlinien der WHO (1993) untersucht. Neben der Bestimmung

der Standardsamenparameter wurden noch weitere Untersuchungen durchgefuhrt.

221 Volumen
Das Volumen besteht zu 95% aus den Sekreten der akzessorischen Geschlechtsdriisen und
ist eén Mal3 fir deren funktiondlle Aktivitdt. Das Volumen wurde in kalibrierten

Zentrifugenréhrchen gemessen, wobei ein Ejakulatvolumen von = 2 ml als Normalwert

gilt.
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2.2.2 pH-Bestimmung
Ein Ejakulattropfen wurde auf ein Indikatorpapier (Merck, Darmstadt, pH 6.4-10.0) auf-

getragen und nach 30 sec mit einem Kalibrationsstreifen verglichen. Der normale pH-Wert
liegt bei 7.2-8.0.

2.2.3 Spermatozoenkonzentration

Das Ejakulat wurde 30 Minuten nach der Ejakulation mit 10% NaCl (1:20) verdinnt. Die
Spermatozoenkonzentration wurde dann unter dem Phasenkontrastmikroskop mit Hilfe
des Neubauer-Hamozytometers ermittelt. Der Normbereich liegt bel einer Konzentration

von > 20 x 10%/ml.

224 Motilitat

Die Motilitdt wurde im Nativpraparat mikroskopisch untersucht. Dabei wurde in einem
oder mehreren Blickfeldern die Motilitdt jedes Spermatozoons beurteilt, die nach der
WHO in vier verschiedene Kategorien unterteilt wird: WHOa) schnelle und lineare
progressive Beweglichkeit, WHODb) langsame, trége lineare oder nicht-lineare progressive
Beweglichkeit, WHOC) nicht progressive Beweglichkeit und WHOd) Immotilitét. In
unseren Untersuchungen wurde nur die schnelle progressive Matilitét (WHOa)

berticksichtigt, wobel der Normalwert bel > 25% liegt.

2.25 Morphologie

Fur die Beurteilung der Morphologie wurden 1-2 Tropfen Ejakulat auf einem Objekttrager
dunn ausgestrichen, nach der Shorr-Methode (modifiziert nach WHO, 1993) geférbt und
anschlief?end lichtmikroskopisch beurteilt. Insgesamt wurden 100 Spermatozoen
ausgezahlt und neben den Normalformen auf a) Defekte des Spermienkopfes (akrosomale
Storungen und/oder Uberstreckungen), b) Defekte des Mittelstiickes und ¢)
Flagellumdefekte geprdift. In der vorliegenden Arbeit waren von besonderer Bedeutung die

normale Morphologie, die akrosomalen Stérungen und Uberstreckungen. Ein Prozentsatz
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von > 30% normal geformter Spermatozoen galt gemidss den vor 1999 giiltigen

Empfehlungen der WHO a's Normalwert.

2.2.6 Chromatinkondensation

Die Kopfe der Spermatozoen, die Stoérungen der Chromatinkondensation aufweisen, lassen
sich mit saurem Anilinblau anfarben. Spermatozoenausstriche wurden 30 Minuten in 3%
Glutaraldehyd in 0.2 M Phosphatpuffer fixiert und anschlieend 5 Minuten mit 5%
Anilinblau bei einem pH von 3.5 geférbt (Terquem und Dadoune, 1983).

Man unterscheidet zwei Farbeintensitdten: 1) absolut ungeférbte oder negativ gefarbte
Spermatozoen mit einer geringfugigen Impragnation der Umrisse; 2) vollstandig oder
partiell geféarbte Spermatozoen (Hofmann und Hilscher, 1991). Normalerweise lassen sich

mindestens 75% der Spermatozoen der Gruppe 1 zuordnen.

227 a-Glukosidase

Der klinisch gebrauchlichste Nebenhodenmarker ist die a-Glukosidase. Es gibt zwel
Isoformen der a-Glukosidase, die quantitativ Uberwiegende neutrale Form aus dem
Nebenhoden und eine saure Form aus der Prostata. Die Messung der neutralen Form im
Seminalplasma hat bei Verschliissen der ableitenden Samenwege eine grofe diagnostische
Bedeutung. Sie sollte immer im Zusammenhang mit den Hormonwerten und den
Ejakulatparametern beurteilt werden. Fir die Messung der a-Glukosidase wurde das
Seminalplasma 1:5 mit Phosphatpuffer verdinnt und 15 min in einer Eppendorfzentrifuge
zentrifugiert. 10 pl des Uberstandes wurden mit 100 pl PNPG (4-Nitrophenyl-alpha-D-
glucopyranosid)-Substrat in einer Mikrotiterplatte 4 Stunden bei 37°C inkubiert.
Anschliessend wurde die Reaktion mit 0.2 M Natriumbikarbonat gestoppt. Das von der a-
Glukosidase freigesetzte Nitrophenol wurde bei 405 nm in einen Spektrophotometer

gemessen. Es gilt ein Normalwert von > 20 mU/Ejakulat.
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2.2.8 Anzahl peroxidase-positiver Zellen

Die Methode zur Leukozytenzahlung im Ejakulat ist die Identifizierung bzw. Farbung der
Peroxidaseaktivitdt in den polymorphkernigen Granulozyten (PMN). Es wurde eine
Stockldsung mit 50 ml destilliertem Wasser, 50 ml 96% Ethanol und 125 ml Benzidin und
eine Arbeitslésung mit 5 pl 30% H,O, und 4 ml der Stocklésung hergestellt. 20 pl der
Arbeitdésung wurden mit 20 pl Ejakulat gemischt und far funf Minuten bel
Raumtemperatur inkubiert. Peroxidase-positive Zellen férben sich braun, wahrend
peroxidase-negative Zellen ungefarbt bleiben (WHO, 1993). Die Zellen wurden in einer
Neubauerzahlkammer ausgezéhlt. Normalerweise ist die Anzahl peroxidase-positiver
Zellen < 1 x 10%ml. Erhohte Zahlen peroxidase-positiver Zellen deuten auf entziindliche

Prozesse hin.

2.2.9 Granulozytenelastase

Die Granulozytenelastase ist in den azurophilen Granula der neutrophilen Leukozyten
enthalten. Sie wird wahrend einer Entziindung freigesetzt. Aus diesem Grund kann sie as
Indikator der Granulozytenaktivitat im Ejakulat gemessen werden (Schiessler et al., 1984).
Die Elastase wurde mit Hilfe des ELISA im Seminalplasma bestimmt (PMN Elastase,
Milenia, Fa. DPC-Biermann, Bad Nauheim). Es gilt ein Normalwert von < 250 ng/ml.

2.3 Mikrobiologische Untersuchungen

2.3.1 Bakteriospermie

Ejakulate mit Erregerzahlen (aerobe Bakterien) von tiber 10% cfu (colony forming units)

pro ml wurden in die Untersuchungen einbezogen.
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2.3.2 Bestimmung der Bakterienspezies und -konzentration

Die Ejakulatproben wurden in sterilen Behdltern aufgefangen. Zu weiteren
mikrobiologischen Untersuchungen wurden zu 2 ml PPLO-Briihe (Becton Dickinson, NJ,
USA) 100 pl Ejakulat gegeben und im Institut fir Medizinische Mikrobiologie der Justus-
Liebig-Universitat Giessen (Prof. Dr. med. H. G. Schiefer) durch Kulturverfahren
(Blutagarplatten, tryptische Sojabriihe) auf Bakterienspezies und Bakterienkonzentration
(cfu/ml) untersucht (siehe auch Kohn et al., 1998).

2.4 Patienten mit Nachweis von Ureaplasma urealyticum

Bel 52 Patienten gelang der Nachweis von Ureaplasma urealyticum im Seminalplasma
(100 bis 80000 cfu/ml). Bei 33 der 52 Patienten wurde zudem die Granulozytenelastase

und/oder peroxidase-positive Zellen a's Entzlindungsparameter gemessen.

24.1 Antibiotische Therapie bel Patienten mit Nachwels von Ureaplasma

urealyticum

Bel 27 der 52 Patienten mit Nachweis von Ureaplasma urealyticum wurde eine
antibiotische Therapie durchgefihrt und die Werte der spontanen und induzierten
akrosomalen Reaktion vor und nach der antibiotischen Therapie bestimmt. Die Mehrzahl
(n=21) der Patienten wurde mit Doxycyclin (200 mg/d; 10 Tage) therapiert, jeweils 2
Patienten erhielten Erythromycin (3 x 500 mg/d; 10 Tage), Ofloxacin (2 x 200 mg/d; 10
Tage) oder Clarithromycin (2 x 250 mg/d; 10 Tage).

2.5 Patienten mit Nachweisvon E.coli

Bel 31 Patienten gelang der Nachweis von E.coli im Seminaplasma (500 bis 100000
cfu/ml). Bei 26 der 31 Patienten wurde zudem die Granulozytenelastase und/oder

peroxidase-positive Zellen als Entzindungsparameter gemessen.
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25.1 Antibiotische Therapie bel Patienten mit Nachweisvon E.coli

Bel 5 der 31 Patienten mit Nachweis von E.coli wurde eine antibiotische Therapie
durchgefiihrt und zusétzlich die Werte der spontanen und induzierten akrosomalen
Reaktion vor und nach der antibiotischen Therapie bestimmt. Drei Patienten wurden mit
Doxycyclin (200 mg/d; 10 Tage) und 2 Patienten mit Sultamicillin (2 x 375 mg/d; 10
Tage). Aufgrund dieser geringen Zahl auswertbarer Félle war eine weitergehende
Untersuchung des Einflusses einer antibiotischen Therapie auf die akrosomale Reaktion

bei Patienten mit E.coli-Infektionen nicht méglich.

2.6 Induktion der akrosomalen Reaktion

2.6.1 Aufbereitung der Spermatozoen

Die Ejakulate wurden zunéchst durch Glaswollfiltration aufgearbeitet. Die Glaswolle
(SpermFertil], Mello Ltd., Exeter, UK) wurde zunéchst durch Spilung mit 3 ml Medium
gewaschen. Die Konzentration des Ejakulates wurde durch Verdinnung mit Medium auf
unter 40-60 x 10°ml eingestellt. 1 ml des Ejakulates wurde iiber die Glaswolle
geschichtet; bel Raumtemperatur sickerte es durch die Glaswolle. Die Glaswollsdulen
wurden anschlieffend mit 0.4 ml Medium nachgespllt. Die im Zentrifugenréhrchen
aufgefangenen Spermatozoen wurden zweimal durch Zugabe von 3 ml Medium mit

nachfolgender Zentrifugation bei 400-500 x g fur 5-10 Minuten gewaschen.

2.6.2 Induktion der akrosomalen Reaktion durch Kéalte

Bel den Arbeitsschritten zur Bestimmung der akrosomalen Reaktion wurde ein HEPES-
gepuffertes Biggers, Whitten, Whittingham Medium (BWW) verwendet (Biggers et al.,
1971): 94.7 mM NaCl, 4.77 mM KCI, 1.71 mM CaClx2H,0, 1.19mM KH,PO4, 1.19mM
MgSO4x7H,0, 25.04 mM NaHCOs, 5.55 mM Glukose, 21.42 mM Na-Lactat (60% Sirup),
0.25 mM Na-Pyruvat, 18.31 mM HEPES, pH 7.4, supplementiert mit 0.15 g/L Penicillin
und 0.25 g/L Streptomycinsulfat. Das Medium enthielt zum Waschen und Kapazitieren
noch 1% humanes Serumalbumin (HSA).
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Bei den hier beschriebenen Experimenten wurde die akrosomale Reaktion durch Kalte
induziert. Dabei wurde die Spermatozoensuspension 15 Stunden bei 4°C und anschlief3end
drei Stunden bel 37°C inkubiert. Die Kontrollproben wurden 15h lang bei

Raumtemperatur und danach fir drei Stunden bei 37°C inkubiert.

2.7 Nachweisder akrosomalen Reaktion mit der Triple Stain Technik

Die Triple Stain Methode erfolgte nach Talbot und Chacon (1981). 500 ul
Spermatozoensuspension wurden mit 200 pl Trypanblau-Lésung (2% in BWW) fur 15
Minuten bei 37°C inkubiert. Nachfolgend wurden die Spermatozoen durch Zentrifugation
mit 3 ml Medium bei 400 x g gewaschen. Das Pellet wurde in 200 pl Glutaraldehyd (3%
in BWW) resuspendiert und 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach wiederholtem Waschen
in BWW und Zentrifugieren bel 300 x g wurden 10 pl des Pellets auf einem Objekttrager
ausgestrichen und an der Luft getrocknet. Anschlief3end wurden die Spermatozoen fir 5
Minuten bel 40°C in einer Bismarckbraun-Lésung (0.8% in 15.8 mM HCI, pH 1.8)
gefarbt. Uberschiissige Farbelosung wurde anschlielend durch Eintauchen in ein
Wasserbad entfernt. Zuletzt wurden die Spermatozoen mit Bengalrosa (0.8% in 0.1 M
Tris-Puffer, pH 5.6%) fur 40 Minuten bel Raumtemperatur gefarbt. Nach Entfernung von
nichtgebundenen Farbstoff mit Aqua dest. und Dehydrierung mit Athanol (50, 70, 96%)
wurden die Objekttrager mit Xylol gereinigt und luftgetrocknet. Die Auswertung erfolgte
bei 1000-facher VergroRerung in Ol-Immersionstechnik im Lichtmikroskop, wobei
mindestens 200 Spermatozoen pro Objekttréger untersucht wurden.
Man unterscheidet nach Talbot und Chacon (1981) vier Farbemuster:
A. Lebende Spermatozoen mit intaktem Akrosom zeigen eine rétliche Farbung der
vorderen Kopfregion und eine hellbraune Farbung der postakrosomalen Region.
B. Lebende akrosomal reagierte Spermatozoen zeigen eine weil3e Farbung der vorderen
Kopfregion und eine hellbraune Farbung der postakrosomalen Region.
C. Tote Spermatozoen mit intaktem Akrosom zeigen eine rétliche Farbung der vorderen
Kopfregion und eine blau bis blauschwarze Farbung der postakrosomalen Region.
D. Tote Spermatozoen ohne Akrosom zeigen eine weil3e Farbung der vorderen Kopfregion

und eine blau bis blauschwarze Farbung der postakrosomalen Region.



2 Material und Methoden 21

Als Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (AAR in %) bezeichnet man die Differenz
zwischen der Spontanreaktion (%) und dem Anteil akrosomal reagierter Spermatozoen
nach Kateinduktion (%). Eine AAR < 7.5% ist mit reduzierten Fertilisationsraten in-vitro
assoziiert (Henkel et a., 1993).

2.8 Statistische Verfahren

Die Daten wurden im Institut fur Medizinische Statistik der Justus-Liebig-Universitét
Giessen ausgewertet (Herr Pabst). Die Korrelationskoeffizienten wurden nach Spearman
fir rangierte Stichproben aus beliebigen Verteilungen berechnet. Unverbundene
Stichproben wurden, bei Annahme einer zugrundeliegenden Normalverteilung, mittels t-
Test (Student-Verteilung) auf statistisch signifikante Unterschiede geprift. Bei
unbekannter zugrundeliegender Verteilung wurden die Stichproben mittels des Mann-

Whitney-Tests verglichen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Pravalenz der verminderten Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion

Bel 279 Patienten der andrologischen Ambulanz am Zentrum fir Dermatologie und
Andrologie der Justus-Liebig-Universitat Giessen, bei denen die akrosomale Reaktion zum
ersten Ma gemessen wurde, wurde die Pravalenz der pathologisch verminderten
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion ermittelt.

Bel 31% der Patienten wurde eine erniedrigte Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
(< 7.5%) festgestellt, bei 69% der Manner eine normale Induzierbarkeit (= 7.5%)
(Tabelle 1).

Tabelle1
Prévalenz einer pathologisch verminderten Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bel
279 Mannern der androl ogischen Ambulanz

Induzierbarkeit der Andrologische Patienten
akrosomalen Reaktion n %
> 7.5% 192 69%

<7.5% 87 31%

3.2 Intraindividuelle Schwankungen der Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion

Bel 230 Patienten der andrologischen Ambulanz wurde die Induzierbarkeit der

akrosomalen Reaktion ein zweites Mal gemessen. Tabelle 2 zeigt, dal3 sich insgesamt in

44.7% eine Reproduzierbarkeit des Resultates der ersten Messung ergibt. Es ergeben sich

jedoch Unterschiede in der Reproduzierbarkeit in Bezug auf die normale bzw.

pathologische Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion. War die AAR bei der ersten



Messung = 7.5%, dann lag sie bei der zweiten Messung in 77.8% auch = 7.5%. Betrug die

AAR bei der ersten Messung jedoch < 7.5%, so war sie bel der zweiten Messung nur in
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29.7% auch < 7.5%.
Tabelle 2
Reproduzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei 230 Patienten der andrologischen
Ambulanz
2. Messung 2. Messung
AAR = 7.5% AAR < 7.5%
1. Messung 56 16
AAR = 7.5% 24.3% 7%
1. Messung 111 47
AAR < 7.5% 48.3% 20.4%

Die 230 in die Auswertung eingeschlossenen Patienten wurden in 3 Gruppen
subklassifiziert, welche entweder einen Samenwegsinfekt hatten, eine andrologische
medikamentdse Therapie erhielten oder keine der beiden obengenannten Merkmale
aufwiesen. Die andrologische medikamentose Therapie war sehr heterogen; jeweils nur
sehr kleine Patientenpopulationen erhielten die gleiche Therapie, weshab eine
Auswertung der einzelnen Gruppen (Daten nicht gezeigt) nicht sinnvoll war. Von den 230
Patienten, bel denen die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion zweimal gemessen
wurde, erhielten 158 eine Therapie und/oder es bestand ein Samenwegsinfekt. Die Ubrigen
72 hatten keine Therapie und keinen Samenwegsinfekt. Die intraindividuellen
Schwankungen unterschieden sich in diesen beiden Gruppen jedoch nicht wesentlich. Bei
den 158 Patienten mit Therapie und/oder Samenwegsinfekt war das Ergebnis in 43.1%
reproduzierbar (Tabelle 3). Bel den 72 Patienten ohne Therapie und ohne
Samenwegsinfekt betrug die Reproduzierbarkeit 48.6% (Tabelle 4).
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Tabelle 3

Intraindividuelle Schwankungen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei 158
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Patienten mit Therapie und/oder Samenwegsinfekt

2. Messung 2. Messung
AAR = 7.5% AAR < 7.5%
1. Messung 36 12
AAR = 7.5% 22.8% 7.6%
1. Messung 78 32
AAR < 7.5% 49.3% 20.3%
Tabelle 4

Intraindividuelle Schwankungen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei 72
Patienten ohne Therapie und ohne Samenwegsinfekt

2. Messung 2. Messung
AAR 2= 7.5% AAR < 7.5%
1. Messung 20 4
AAR = 7.5% 27.8% 5.6%
1. Messung 33 15
AAR < 7.5% 45.8% 20.8%

Bel insgesamt 43 Patienten wurde die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion dreimal
gemessen. In der ersten Messung hatten 60.5% (26 von 43) der Patienten eine
pathol ogische Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (Tabelle 5 und 6).

Von den 26 Patienten, bei denen in der ersten Messung die AAR < 7.5% war, hatten 84.6%
(22 von 26) auch in der zweiten Messung die AAR < 7.5%. In der Drittmessung hatten
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68.2% (15 von 22) der Patienten eine AAR < 7.5%, bei denen in der Erst- und
Zweitmessung die AAR ebenfalls < 7.5% war (Tabelle 5).

Von den 17 Patienten, die in der ersten Messung die AAR = 7.5% hatten, betrug sie auch
in der zweiten Messung in 52.9% (9 von 17) = 7.5%. Bei diesen Patienten, bel denen die
AAR = 7.5% in der ersten und zweiten Messung war, lag die AAR in 88,9% (8 von 9) auch
in der dritten Messung = 7.5% (Tabelle 6).

Tabelle 5
Reproduzierbarkeit der pathologisch verminderten Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion bei dreimaliger Messung

1. Messung 2. Messung 3. Messung Fallzahl (n)
AAR AAR AAR
<7.5% <7.5% <7.5% 15
<7.5% <7.5% = 7.5% 7
<7.5% =>7.5% <7.5% 1
<7.5% = 7.5% = 7.5% 3
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Tabelle 6

Reproduzierbarkeit der normalen

dreimaliger Messung

3 Ergebnisse

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei

1. Messung 2. Messung 3. Messung Fallzahl (n)
AAR AAR AAR
=7.5% =7.5% = 7.5% 8
= 7.5% = 7.5% <7.5% 1
=7.5% <7.5% = 7.5% 8
= 7.5% <7.5% <7.5% 0

Die Ergebnisse der verschiedenen Messungen der Induzierbarkeit der akrosomalen

Reaktion sind nur schwach miteinander korreliert (Tabelle 7).

Tabelle7

Korrelation der verschiedenen Ergebnisse der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion

(r, Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman)

2. Messung 3. Messung
AAR AAR
1. Messung r =0.239 r =0.617
n=274 n=43
AAR p < 0.0001 p < 0.0001
2. Messung r=0.358
n=43
AAR p=0.019
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3.2.1 Intraindividuelle Schwankungen der AAR in Abhangigkeit vom
Untersuchungszeitraum
Es ergeben sich Unterschiede in der Reproduzierbarkeit der Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion, wenn man den Zeitraum zwischen den Messungen berticksichtigt.
Die Tabellen 8 und 9 zeigen, dal} die Reproduzierbarkeit von AAR-Werten = 7.5%
innerhalb eines Zeitraums von 3 Monaten niedriger liegt als in einem Zeitraum von mehr
as 3 Monaten. Die Reproduzierbarkeit pathologischer AAR-Werte verhielt sich
gegensdizlich. Liegen die Untersuchungen innerhalb von 3 Monaten, ist die
Reproduzierbarkeit von pathologischen AAR-Werten grofRer, as bei enem

Untersuchungsintervall von mehr als 3 Monaten.

Tabelle 8
Reproduzierbarkeit der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bel einem
Untersuchungszeitraum < 3 Monaten

Untersuchungszeitraum 2. Messung 2. Messung
< 3 Monate AAR 2= 7.5% AAR < 7.5%
1. Messung 14 4
AAR 2= 7.5% 12.1% 3.4%
1. Messung 63 35
AAR < 7.5% 54.3% 30%
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Tabelle 9
Reproduzierbarkeit der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei einem
Untersuchungszeitraum > 3 Monaten
Untersuchungszeitraum 2. Messung 2. Messung
> 3 Monate AAR 2= 7.5% AAR < 7.5%
1. Messung 43 11
AAR 2 7.5% 38.1% 9.7%
1. Messung 47 12
AAR < 7.5% 41.6% 10.6%

3.3 Jahreszeitliche Schwankungen

806 Messungen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion wurden in Bezug auf ihre

Beeinflussung durch jahreszeitliche Schwankungen untersucht. Dabel zeigte sich, dal3 die

hdchsten Werte der AAR im Sommer und die niedrigsten Werte in den Wintermonaten

lagen (Abbildung 3 und 4). Es ergab sich im xTest ein signifikanter Unterschied in den

Ejakulaten mit pathologisch erniedrigter Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in den
Monaten April-September und Oktober-Mérz (p=0.0007; Odds Ratio: 0.6069).



Abbildung 3
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Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (Mittelwert +
Abhangigkeit von der Jahreszeit
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Abbildung 4

Normale (= 7.5%) und erniedrigte (< 7.5%) Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in
Abhangigkeit von der Jahreszeit (polynomische Trendlinie)
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3.4 Schwankungen der Ergebnisse in Abhangigkeit vom Untersucher des
Ejakulates

489 erstmalige Messungen und 274 Zweitmessungen der Induzierbarkeit der AR wurden
von funf verschiedenen Untersuchern durchgefihrt. Die Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion wurde dazu eingeteilt in normae (= 7.5%) und erniedrigte (< 7.5%)
Induzierbarkeit. In den Abbildungen 5 und 6 sind diese Werte zum Zeitpunkt der ersten
und der zweiten Messung aufgetragen. Wie aus den Abbildungen zu entnehmen entfiel die

Uberwiegende Anzahl der Bestimmungen auf den zweiten Untersucher, sowohl bei der

ersten, wie auch bel der zweiten Messung.
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Abbildung 5

Messung der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch verschiedene Untersucher
zum Zeitpunkt der ersten Untersuchung (n=489)
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Abbildung 6

Messung der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch verschiedene Untersucher
zum Zeitpunkt der zweiten Untersuchung (n=274)
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3.5 EinfluRfaktoren auf die akrosomale Reaktion

3.5.1 Ejakulatparameter

Bel Patienten der andrologischen Ambulanz sind verschiedene Ejakul atparameter erhoben
und dann in Bezug auf ihre Korrelation mit der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
hin untersucht worden. Nach den damals geltenden WHO-Richtlinen (1993) waren die

Normalwerte der Standardsamenparameter wie folgt definiert:

B Spermatozoenkonzentration (normal: = 20 x 10%/ml)
B Progressivmotilitét (WHOa, normal: = 25%)
B Morphologie (normal: = 30% normal geformte Spermatozoen)
B Akrosomale Stérungen (Normalwerte nicht verfligbar)
m Uberstreckungen des Spermatozoenkopfes (Normalwerte nicht verfiigbar)
B Anzahl peroxidase-positiver Zellen (normal: < 1x 10°/ml)
Fur weitere in dieser Untersuchung beriicksichtigte Parameter sind folgende Grenzwerte
verwendet worden:
B Granulozytenelastase (normal: < 250 ng/ml; (Wolff und Anderson, 1988a)
B o-Glukosidase (normal: > 20 mU/Ejakulat; (WHO, 1993)
B Qualitative Beurteilung der Chromatinkondensation durch Anilinblauféarbung (normal:
75% der Spermatozoen sind ungeférbt; (Dadoune et al., 1988)

3.5.1.1 Spermatozoenkonzentration

Bel 489 Patienten wurde die Spermatozoenkonzentration untersucht; von diesen hatten
319 eine normale (= 20 x 10%ml) und 170 eine pathologische (< 20 x 10%ml)
Konzentration (Tabelle 10).

In den Patientengruppen mit normaler und pathologischer Konzentration zeigte sich eine
signifikant unterschiedliche Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (p<0.05; t-Test fur
unverbundene Stichproben (p im Vergleich zur jeweils korrespondierenden Gruppe)), aber
der Spearman Rangkorrelationskoeffizient zeigte keine Korrelation zwischen AAR und
Spermatozoenkonzentration (r=-0.061; n=489; p=0.18; Abbildung 7).



Tabelle 10
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Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in Bezug zur Spermatozoenkonzentration

(Mittelwert + Standardabweichung)

Spermatozoen- Fallzahl (n) AAR (%)
konzentration

> 20 x 10%ml 319 9.8+ 7.8
< 20 x 10%/ml 170 11.3+ 8.2*

*t-test fUr unverbundene Stichproben, p<0.05 im Vergleich zur jeweils korresponierenden

Gruppe

Abbildung 7

Korrelation zwischen der Induzierbarkeit

Spermatozoenkonzentration
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3.5.1.2 Progressivmotilitat (WHO a)
Von 482 untersuchten Patienten zeigten 217 eine normale und 265 eine eingeschrankte

Progressivmotilitét (Tabellell). Die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion unterschied
sich nicht signifikant zwischen der Gruppe mit normaler oder eingeschrankter WHOa-
Motilitdt. Es war keine Korrelation zwischen der AAR und der Progressivmotilitét
ersichtlich (r=-0.006; n=482; p=0.894; Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman;
Abbildung 8).

Tabelle11
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in Bezug zur Progressivmotilitdt (WHOa)
(Mittelwert + Standardabwei chung)

Progressivmotilitat Falzahl (n) AAR (%)
WHO a
> 25% 217 10.3+8.2
< 25% 265 103+ 7.8

t-test fr unverbundene Stichproben



35

3 Ergebnisse

Abbildung 8
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3.5.1.3 Morphologie (Normal, Akrosomale Storungen, Uber streckungen)

In den Gruppen mit normaler Morphologie, akrosomalen Storungen oder Uberstreckungen
fanden sich keine signifikanten Unterschiede der Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion (Tabelle 12). Es war keine Korrelation zwischen AAR und normaler
Morphologie (r=-0.002; n=475; p=0.963; Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman),
akrosomalen Stérungen (r=-0.07; n=454; p=0.136) oder Uberstreckungen (r=0.125;
n=450; p=0.791) ersichtlich (Abbildungen 9-11).

Tabelle 12
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in Bezug zur normalen Morphologie,
akrosomalen Stérungen und Uberstreckungen (Mittelwert + Standardabwei chung)

Msr%rggﬂljzie Fallzahl (n) AAR (%)
= 30% 111 11.1+8.7
< 30% 364 10.0+ 7.7
Akrosomale Stérungen
> 50% 70 104+ 7.3
< 50% 384 10.0+ 8.0
Uberstreckungen
= 50% 146 104+ 7.8
< 50% 304 98+738

t-test fr unverbundene Stichproben
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Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der AR und normaler Morphologie

Abbildung 9
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Abbildung 11
Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und Uberstreckungen
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3.5.1.4 Anzahl peroxidase-positiver Zellen

Von 162 Patienten, bei denen die Anzahl peroxidase-positiver Zellen untersucht wurde,
zeigten 48 pathologisch erhéhte und 114 normale Werte (Tabelle 13). Die AAR-Werte
waren in den beiden Gruppen mit erhohter und normaler Zellzahl nicht signifikant
unterschiedlich. Im Spearman Rangkorrelationskoeffizienten war aber eine schwach
positive Korrelation zwischen AAR-Werten und peroxidase-positiven Zellen erkennbar
(r=0.207; n=162; p=0.008; Abbildung 12).



Tabelle 13
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in Bezug auf die peroxidase-positiven Zellen
(Mittelwert £ Standardabweichung)
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Peroxidase-positive Fallzahl (n) AAR (%)
Zellen

> 1 x 10%ml 48 95+ 6.8

< 1x 10%ml 114 82+ 74

t-test fUr unverbundene Stichproben

Abbildung 12
Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und peroxidase-
positiven Zellen
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3.5.1.5 Granulozytenelastase

Die Messung der Granulozytenelastase wurde bei 270 Patienten durchgefihrt.
180 Patienten hatten normale, 90 Patienten erhthte Granul ozytenel astase-Werte (Tabelle
14). Es ergab sich in den beiden Patientengruppen kein signifikanter Unterschied der AAR
und keine Korrelation zwischen AAR und Granulozytenelastase (r=-0.222; n=270;
p=0.716; Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; Abbildung 13).

Tabelle 14

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in Bezug zur Granulozytenelastase (Mittelwert
+ Standardabweichung)

Granulozytenel astase Fallzahl (n) AAR (%)
= 250 ng/ml 90 9.3+73
< 250 ng/ml 180 10.0+£ 8.0

t-test fr unverbundene Stichproben
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Abbildung 13
Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und der
Granulozytenel astase
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35.1.6 a-Glukosidase

Die Auswertung der Messungen der a-Glukosidase zeigte keine statistisch signifikanten
Unterschiede der AAR in der Patientengruppe mit normalen Werten und der Gruppe mit
erniedrigten Werten (Tabelle 15) und ergab keine Korrelation zwischen AAR und a-
Glukosidase (r=-0.47; n=158; p=0.553, Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman;
Abbildung 14).
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Tabelle 15
Induzierbarkeit der akrosomalen Resktion und der a-Glukosidase (Mittelwert +
Standardabwei chung)
0-Glukosidase Fallzahl (n) AAR (%)
> 20 mU/Ejakulat 145 95+81
< 20 mU/Ejakulat 13 138+ 132
t-test fr unverbundene Stichproben
Abbildung 14
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3.5.1.7 Chromatinkondensation

Bei 387 Patienten wurde die Chromatinkondensation untersucht. Sie war bei 258 Patienten
normal und bei 129 gestért. In den beiden Gruppen mit normaler und gestorter
Chromatinkondensation zeigte sich eine signifikant unterschiedliche AAR (p<0.001; t-Test
fur unverbundene Stichproben (p im Vergleich zur jeweils korrespondierenden Gruppe)).
Die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion war bei Patienten mit einer gestorten

Chromatinkondensation vermindert (Abbildung 15).

Abbildung 15
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und Chromatinkondensation (Mittelwert +
Standardabwei chung)
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3.5.2 Bakterielle Samenwegsinfektion

3.5.2.1 Einflul3 einer Infektion mit Ureaplasma urealyticum

Eine bakterielle Kultur des Seminaplasmas wurde bei 489 Patienten durchgefihrt, bel
denen auch die spontane akrosomale Reaktion und die Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion untersucht wurde. Bei 52 Patienten gelang der Nachweis von Ureaplasma
urealyticum im Seminalplasma (100 bis 80000 colony forming units pro ml (cfu/ml)). Die
Werte der spontanen akrosomalen Reaktion und der Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion sind in der Patientengruppe mit Ureaplasma urealyticum im Seminalplasma
(n=52) und in einer Kontrollgruppe ohne bakterielle Samenwegsinfektion (n=72)
verglichen worden (Tabelle 16). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
spontanen akrosomalen Reaktion und der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in
beiden Patientengruppen. Manner mit einer Ureaplasma ureal yticum-Infektion zeigten eher
eine Tendenz zu erhohter Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion. Die Induzierbarkeit
der akrosomalen Reaktion korrelierte nicht mit der Zahl der Ureaplasmen im
Seminalplasma (r=-0.081; n=52; p=0.57; Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman;
Abbildung 16). Bel 12 Patienten mit Ureaplasma urealyticum im Seminalplasma wurde
die Anzahl peroxidase-positiver Zellen gemessen. Bei einer niedrigeren Konzentration von
Ureaplasma urealyticum von 100-1000 cfu/ml zeigte sich eine signifikant erhéhte Anzahl
peroxidase-positiver Zellen im Vergleich mit Konzentrationen von Ureaplasma
urealyticum >1000 cfu/ml (p>0.05; t-Test fur unverbundene Stichproben; Abbildung 17).
Bel 28 Patienten mit Ureaplasma uredyticum im Seminaplasma wurde die
Granulozytenelastase gemessen, wobei sich bei den unterschiedlichen Keimzahlen kein
Unterschied in der Hohe der Granulozytenel astase zeigte (Abbildung 18). Bei 33 Patienten
mit einer Ureaplasma urealyticum-Infektion wurden peroxidase-posititve Zellen und/oder
die Granulozytenelastase als Entziindungsparameter gemessen. In den beiden Gruppen mit
erhdhten und normalen Entzindungsparametern zeigte sich keine signifikant
unterschiedliche AAR (p=0.616; t-Test fir unverbundene Stichproben; Abbildung 19).
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Tabelle 16
Spontane akrosomale Resktion und Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bel
Patienten mit Ureaplasma urealyticum im Seminalplasma und ohne bakterielle Infektion

(Mittelwert £ Standardabweichung, Median, Spannweite)

Gruppe Spontane AR AAR (%) AAR = 7.5% AAR < 7.5%
Ureaplasma
urealyticum 1(2 _554%)2 1(%_10’{3%)2 50.0% 50.0%
(n=52) ' ’
Ohne
bakterielle 12.7 + 13.6 8.6+8.0 33.3% 66.7%
Infektion (8; 0-70) (6; 0-34)
(n=72)
Mann-Whitney Test
Abbildung 16

Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und Ureaplasma

urealyticum-Konzentration im Seminal plasma
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Abbildung 17
Peroxidase-positive Zellen und Ureaplasma ureal yticum-K onzentration im Seminal plasma
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Abbildung 18
Granul ozytenel astase und Ureapl asma ureal yticum-K onzentration im Seminal plasma
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Abbildung 19

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei Patienten mit Ureaplasma urealyticum-
Konzentration im Seminalplasma und erhéhten und normalen Entziindungsparametern
(peroxidase-positive Zellen und/oder Granulozytenel astase)
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3.5.2.2 EinfluR einer E.coli-Infektion

Bel 31 von 489 Patienten wurde E.coli im Seminal plasma nachgewiesen (500 bis 100000
colony forming units pro ml (cfu/ml)). In Tabelle 17 sind die Daten der spontanen
akrosomalen Reaktion und der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion von Patienten
mit E.coli im Seminalplasma den entsprechenden Werten von Patienten ohne bakterielle
Samenwegsinfektion gegenubergestellt worden. Bel  Patienten mit E.coli im
Seminalplasma lagen die Werte fir die spontane akrosomale Reaktion signifikant hther
als in der Gruppe ohne Infektion. In der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
unterschieden sich die Gruppen allerdings nicht signifikant. Die Anzahl von E.coli im
Seminalplasma korrelierte nicht mit der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (r=-
0.081; n=31; p=0.664; Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; Abbildung 20).
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Bel 12 Patienten mit E.coli im Seminaplasma wurde die Anzahl peroxidase-positiver
Zellen gemessen (Abbildung 21). In den Gruppen mit unterschiedlicher Konzentration
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Bel 23 Patienten mit E.coli im Seminal plasma wurde die Granulozytenel astase gemessen,
wobei die Patienten mit einer E.coli-Konzentration im Seminalplasma >10000 cfu/ml eine
signifikant hohere Granulozytenelastase zeigten im Vergleich mit den Gruppen mit
niedrigeren Konzentrationen (p<0.05; t-Test fur unverbundene Stichproben; Abbildung
22). Bel 26 Patienten mit einer E.coli-Infektion wurden peroxidase-posititve Zellen
und/oder die Granulozytenelastase as Entziindungsparameter gemessen. Patienten mit
einer E.coli-Infektion und erhohten Entziindungsparametern zeigten keine signifikant
hohere AAR und spontane akrosomale Reaktion als die Patienten mit normalen
Entziindungsparametern (p=0.3309, bzw. p=0.165; t-Test fir unverbundene Stichproben;
Abbildung 23 und 24).

Tabelle 17

Spontane akrosomale Reaktion und Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei
Patienten mit E.coli im Seminaplasma und ohne bakterielle Infektion (Mittelwert +
Standardabweichung, Median, Spannweite)

Gruppe Spontane AR AAR (%) AAR = 7.5% AAR < 7.5%

E.coli (n=31) | 20-2+16.6* 8.9£85 48.4% 51.6%
(15: 1-72) (7: 0-30)
Ohne
bakterielle 12.8+ 13.6 87+80 33.3% 66.7%
Infektion (8; 0-70) (6; 0-34)
(n=72)

*Mann-Whitney Test, p<0.01 im Vergleich mit dem Wert der korrespondierenden Gruppe
ohne bakterielle Samenwegsinfektion
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Abbildung 20
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Abbildung 22
Granul ozytenel astase und E.coli-Konzentration im Seminal plasma
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Abbildung 23

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei Patienten mit E.coli-Konzentration im
Seminalplasma mit erhéhten und normalen Entziindungsparametern (peroxidase-positive
Zellen und/oder Granulozytenel astase)

8

N
o1
1

N
o

=
o
!

62
I

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (%)
=
(&)
—

o
1

erhthte Entztindungsparameter normal e Entziindungsparameter
(n=7) (n=19)

t-Test fUr unverbundene Stichproben



3 Ergebnisse 51

Abbildung 24
Spontane akrosomale Reaktion bel Patienten mit E.coli-Konzentration im Seminalplasma

mit erhdhten und normalen Entziindungsparametern (peroxidase-positive Zellen und/oder
Granulozytenel astase)
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3.5.2.3 Einflul einer antibakteriellen Therapie bei einer Ureaplasma urealyticum-
Infektion

Der Einflul? einer antibakteriellen Therapie wurde nur bei Patienten mit einer Ureaplasma
urealyticum-Infektion untersucht, da die Fallzahl der Patienten mit einer E.coli-Infektion
und Bestimmung der akrosomalen Reaktion vor und nach Therapie zu gering war. Bel 27
der 52 Patienten mit Ureaplasma urealyticum im Seminal plasma wurde eine antibiotische
Therapie durchgefihrt und die Werte der spontanen und induzierten akrosomalen Reaktion
vor und nach der antibiotischen Behandlung bestimmt. Von den 27 Patienten mit einer
Ureaplasma ureal yticum-Infektion zeigten 7 Patienten eine AAR = 7.5% und 20 Patienten
eine AAR < 7.5% (Tabelle 18). Bei 3 der 7 Patienten, bei denen die Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion vor der Antibiose bel = 7.5% lag, war sie nach antibiotischer
Therapie erniedrigt. Von den 20 Patienten, bei denen die Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion vor der antibiotischen Therapie erniedrigt war, zeigten 13 Patienten nach der
Antibiose eine normale Induzierbarkeit und 7 Patienten weiterhin eine erniedrigte
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion. Bei 2 der 7 Patienten, die weiterhin eine
erniedrigte AAR zeigten und nur bel einem der 13 Patienten, die nach der Antibiose
normale Werte der AAR zeigten, lief3 sich auch nach der antibiotischen Therapie noch
Ureaplasma urealyticum nachweisen. Es zeigten sich also bel insgesamt 17 von 20
Patienten, die vor der antibiotischen Therapie eine erniedrigte AAR hatten, nach der
Antibiose keine Ureaplasmen mehr im Seminalplasma. In den Seminalplasmen dieser 17
Patienten betrug die Konzentration von Ureaplasma urealyticum vor der antibiotischen
Therapie 500 bis 25000 (Median: 4000) colony forming units pro ml (cfu/ml). Nach der
antibiotischen Behandlung lagen die Werte fur die induzierte AR und die AAR statistisch
signifikant héher als vor der Antibiose (Tabelle 19).



Tabelle 18
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Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei Patienten
Ejakulat vor und nach antibiotischer Therapie

53

mit Ureaplasma urealyticum im

2. Messung AAR = 7.5% 2. Messung AAR < 7.5%
Nach Antibiose Nach Antibiose
1. Messung AAR = 7.5%
4 (14.8%) 3 (11.1%)
Vor Antibiose
1. Messung AAR < 7.5%
13 (48.1.0%) 7 (25.9%)
Vor Antibiose
Tabelle 19

Einflud einer antibiotischen Therapie auf die spontane AR, die induzierte AR und die
AAR bei Patienten mit Ureaplasma urealyticum im Ejakulat und erniedrigter AAR (n=17)

Spontane AR (%) Induzierte AR (%) AAR (%)
(10; 1-16) (15, 4-21) (4; 0-7)
Nach Antibiose 179+ 153 30.1 + 16.5* 121+ 7.7%*
(10; 4-51) (23; 8-63) (12; 1-27)

t-Test fur verbundene Stichproben nach logarithmischer Umwandlung der Prozentwerte
*p<0.01; p**<0.05 im Vergleich zur korrespondierenden Gruppe vor antibiotischer

Therapie
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4 DISKUSSION

4.1 Préavalenz und Reproduzierbarkeit der Induzierbarkeit der akrosomalen

Reaktion

Die Pravalenz einer erniedrigten Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (< 7.5%)
betrug bei Patienten der andrologischen Sprechstunde des Zentrums fir Dermatol ogie und
Andrologie 31%. Die Ejakulate stammten von Mannern, die in einer Ehe oder
Partnerschaft mit mindestens zweijéhrigem Kinderwunsch lebten. Manner mit ener
gestorten Fertilitét waren in dieser Untersuchung sicher stérker représentiert. Tesarik
berichtete in der ESHRE Andrology Special Interest Group (1996), dald3 nach seiner
Kenntnis ungefahr 5% der infertilen Patienten eine gestrte akrosomale Reaktion haben.
Er spekulierte, dal? die akrosomale Reaktion sich bel der einen Hélfte der Patienten nicht
durch lonophor induzieren &3t und die andere Halfte zu hohe Raten an spontan akrosomal
reagierten Spermatozoen zeigt. Studien von Calvo et al. (1989) zeigten bel 6 von 15
infertilen Mannern eine pathol ogische akrosomale Reaktion, wahrend alle untersuchten 12
fertilen Patienten eine normale akrosomale Reaktion aufwiesen. Auch in spédteren Studien
von Calvo et al. (1994) wurde die Pravalenz einer reduzierten akrosomalen Reaktion durch
Follikularflussigkeit an Ejakulaten von 58 fertilen Patienten und 232 infertilen Patienten
untersucht. Nur 2% der fertilen Méanner zeigten eine erniedrigte akrosomale Reaktion

(< 5%), wahrend sie sich bel 60% der infertilen Spender nachweisen liefs.

Man kann somit davon ausgehen, dald die Préavalenz einer erniedrigten akrosomalen
Reaktion hoher als die von Tesarik geschétzten 5% ist.

Die unterschiedliche Pravalenz einer erniedrigten akrosomalen Reaktion kann bel den
einzelnen Arbeitsgruppen an der Benutzung verschiedener Stimulanzien liegen. In den
eigenen Untersuchungen wurde die Kalteinduktion angewendet, Calvo et al. (1994)

verwendeten Follikularflissigkeit und Cummins et al. (1991) lonophor.
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Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit die intraindividuellen Schwankungen der
akrosomalen Reaktion durch Kalteinduktion geprift. In der Literatur sind bisher
vorwiegend  Aussagen  Uber  die intraindividuellen  Schwankungen  der
Standardsamenparameter beschrieben worden.

So untersuchten Knuth et a. (1988) die intraindividuellen Schwankungen von
Spermatozoenkonzentration, Gesamtspermatozoenzahl, Motilitdt und Morphologie und
zeigten bei der Anzahl und Konzentration der Spermatozoen die hochsten
intraindividuellen Fluktuationen. Ebenso wies die Analyse von Ejakulaten von sicher
fertilen Mannern grof3e intraindividuelle Schwankungen auf, besonders bei der Anzahl und
Konzentration der Spermatozoen und der Motilitét (Cooper et al., 1991). In den eigenen
Untersuchungen wurden nur die intraindividuellen Schwankungen der akrosomalen
Reaktion genauer untersucht. Bei zweimaligem Messen fand sich eine Reproduzierbarkeit
einer pathologischen Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (AAR < 7.5) in 29.7% und
eine Reproduzierbarkeit der normalen AAR (= 7.5%) in 77.8%. Die Reproduzierbarkeit
des Parameters , Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion“ hing davon ab, ob die AAR
normal oder reduziert war. Eine pathologische Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
lie3 sich nicht so gut reproduzieren wie eine normale AAR. Die deutlichen
intraindividuellen Schwankungen machen bel jedem Patienten mindestens zwel
Untersuchungen der akrosomalen Reaktion notwendig. Auch Troup et al. (1994) zeigten
intra- und interassay-V ariationskoeffizienten von 10.8% und 18.8% bei der Messung der
akrosomalen Reaktion durch ARIC (acrosome reaction to ionophore chalenge). Die
wochentliche Untersuchung der Ejakulate von drel Patienten fir zehn Wochen liel3
Schwankungen in der akrosomalen Reaktion zwischen 16.5-60.0%, 0.5-28.5% und 8.5-
47.0% erkennen. Die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion schien nicht von der

Dauer der sexuellen Abstinenz abzuhangen.

Als mdgliche Ursache fir die schlechtere Reproduzierbarkeit der pathologischen AAR,
bzw. fur die Tendenz zur Verbesserung der akrosomalen Reaktion bel einem Patienten
mussen verschiedene Faktoren diskutiert werden. Zum einen konnten akute oder
chronische Krankheiten die akrosomale Reaktion beeinflussen; das eigene Patientengut

bot hier aber zu geringe Fallzahlen, um eventuell vorhandene Zusammenhange darzul egen.
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Auch eine medikamenttse Therapie konnte Einflul haben. Hier fand sich kein
Zusammenhang, aber die Fallzahlen waren ebenfalls sehr gering. Die Beziehung zwischen
antibiotischer Therapie und akrosomaler Reaktion wird unter 4.4 diskutiert. Weiterhin
konnten die Ejakulatparameter, eine Samenwegsinfektion oder auch jahreszeitliche
Schwankungen die Reproduzierbarkeit der akrosomalen Reaktion beeinflussen; diese
Punkte werden unter 4.2, 4.3 und 4.4 diskutiert. Die Schwankungen der AAR durch
methodische Fehler, wie z.B. wechselnde Auswertkriterien durch unterschiedliche
Untersucher sind unwahrscheinlich, da die zweimalige Bestimmung der AAR in 87% vom

gleichen Untersucher durchgefiihrt wurde.

Wie in Tabelle 8 und 9 gezeigt, sollte geprift werden, ob eine erniedrigte Induzierbarkeit
der akrosomalen Reaktion auf Stoérungen der Spermatogenese oder der
Spermatozoenreifung zurlickzufiihren sei, indem der Abstand der Untersuchungen
mitberticksichtigt wurde. Wesentliche, klinisch relevante Unterschiede fanden sich hierbel

alerdings nicht.

4.2 Jahreszeitliche Schwankungen der akrosomalen Reaktion

Die meisten Sdugetiere tragen und gebaren nur wahrend bestimmter Jahreszeiten. Nur
wenige Saugetierarten konnen sich wahrend des ganzen Jahres paaren. Dazu gehdren unter
anderem einige Primaten und der Mensch (Campbell und Turek, 1981; Dunbar, 1990).
Saisonale Schwankungen der Fertilitétsraten, wie sie aus dem Ubrigen Tierreich bekannt
sind, finden sich auch beim Menschen. In warmen Klimaten wird eine maximae
Konzeptionsrate in den Wintermonaten beobachtet, wogegen in den nérdlichen Regionen
die Konzeptionsraten in den Sommermonaten am héchsten sind (Ubersicht bei Rojanski et
a., 1992). Wahrend bei verschiedenen Sdugetieren ein saisonaler Effekt durch die
Photoperiode auf die Hormonproduktion und somit die Ovulation gezeigt wurde, ist die
Erklarung beim Menschen weniger klar. In den heif3en Erdregionen sind die Geburtsraten
im Fruhjahr erniedrigt. Diskutiert wird eine temperaturbedingte Abnahme der
Samenqualitét in den heillen Sommermonaten. Lichtschwankungen, welche die

Hypophysenvorderlappen-Ovar Achse beeinflussen, sind in den sidlichen Breitengraden
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weniger ausgepragt. In den nordlichen Breitengraden sind solche Schwankungen der
Sonneneinstrahlungen deutlicher ausgepragt; die Konzeptionsraten scheinen in den
meisten Landern im Sommer erhéht zu sein. In Deutschland zeigten die Maxima der
Geburtsraten jedoch einen sdkuldren Trend vom Frihjahr in der ersten Héfte des
Jahrhunderts zum Spéatsommer mit Maximum Juli bis September in der zweiten Hélfte des
Jahrhunderts, d.h. zu maximalen Konzeptionsraten in den Wintermonaten (Lerchl et al.,
1993).

Ein Zusammenhang zwischen der Jahreszeit und der Samenqualitét ist schon mehrfach
beschrieben worden (Mortimer et al., 1983; Saint-Pol et al., 1989). So fanden Tjoa et al.
(1982) nach Untersuchung von 4435 Ejakulatproben hohe Spermatozoenkonzentrationen
im Winter und niedrigere im Sommer. Auch Levine et a. (1990) fanden &hnliche
Ergebnisse. Die Spermatozoenkonzentration und Motilitdt waren in den Sommermonaten
signifikant erniedrigt. Menge und Beitner (1989), sowie Ombelet et a. (1996) dagegen
konnten diese jahreszeitlichen Schwankungen an Spermatozoen von 95 Patienten nicht

nachwei sen.

Eine Beziehung zwischen der akrosomalen Reaktion und der Jahreszeit ist bisher nicht
gepruft worden. Die vorliegenden Untersuchungen demonstrieren die niedrigsten Werte
fur die AAR im Oktober bis Dezember und die hochsten Werte von Februar bis Juni. In
den Monaten von September bis Dezember hatten sogar 50% oder weniger eine normale
Induzierbarkeit der akrosomalen Resktion. Da die Untersuchungen von Lerchl et al.
(1993) jedoch zeigen, dal? in Deutschland die héchsten Geburtenraten in den Monaten Juli
bis September vorkommen und somit die hdchsten Konzeptionsraten in den
Wintermonaten liegen, bedeutet dies, da® die hier gezeigten jahreszeitlichen
Schwankungen der induzierbaren akrosomalen Reaktion offenbar keine biologische
Relevanz haben.

Zusammenfassend bleiben die Grinde fir die Verschiebung der maximalen
Konzeptionsraten von den Sommer- zu den Wintermonaten weitgehend unklar. Insgesamt

durfte der moderne Mensch sowohl am Arbeitsplatz, als auch zu Hause, durch
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zunehmende Klimatisation und kinstliche Beleuchtung, Faktoren wie Temperatur und
Lichtintensitét weniger unterworfen sein als friher. Womaoglich sind deshab die
saisonalen Schwankungen der Konzeptionsraten zunehmend durch psychosoziae
Faktoren, wie zum Beispiel Haufigkeit des Geschlechtsverkehrs erkléart (Ehrenkranz, 1983;
Abas und Murphy, 1987; Jacobsen et al., 1987).

4.3 Einflull der Ejakulatparameter auf die Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion

4.3.1 Spermatozoenkonzentration

Anhand der eigenen Daten zeigte sich zwar eine statistisch signifikant unterschiedliche
AAR nach Kélteexposition in den Patientengruppen mit normaer und pathologischer
Spermatozoenkonzentration. Eine signifikante Korrelation zwischen beiden Parametern
besteht aber nicht.

Bei infertilen Patienten mit Polyzoospermie (> 250x10°%ml) scheint die Akrosinaktivitét
erniedrigt zu sein. AufRerdem wurden bei dieser Gruppe Storungen der akrosomalen
Reaktion beschrieben (Topfer-Petersen et al., 1987; Schill et al., 1988).

Die Beobachtung, dal} Patienten mit Polyzoospermie eine gestorte akrosomale Reaktion
aufweisen, kénnte moglicherweise durch in vitro Beobachtungen von Calvo et al. (1989)
erklart werden. Diese Gruppe zeigte, dald3 die durch Follikularfissigkeit induzierte
akrosomale Reaktion mit zunehmender Konzentration der in vitro verwendeten
Spermatozoen abnimmt.

Hingegen fanden Calvo et al. (1994) in einer Studie bel 58 fertilen und 232 infertilen
Patienten eine signifikante Korrelation zwischen der akrosomalen Reaktion und der
Spermatozoenkonzentration (Spearman Rangkorrelationskoeffizient, r=0.524, p<0.001).
Auch Fuse et a. (1993) zeigten bel 76 infertilen Patienten eine signifikante Korrelation

zwischen spontaner akrosomaler Reaktion und Spermatozoenkonzentration.
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Es ist zudem auch gezeigt worden, da3 Patienten mit ener idiopathischen
Oligozoospermie eine erniedrigte induzierte akrosomale Reaktion durch lonophor haben
(Aitken et al., 1984; Reyeset a., 1984).

Es sollte beachtet werden, dald von den einzelnen Arbeitsgruppen zum Tell
unterschiedliche Stimulanzien verwendet wurden. Parinaud et a. (1995) priften,
inwieweit eine Korrelation zwischen den Standardsamenparametern und der Induktion der
akrosomalen Reaktion durch verschiedene Stimulanzien bestand. Es zeigte sich eine
signifikante Korrelation zwischen der Spermatozoenkonzentration und der induzierten
akrosomalen Reaktion durch lonophor, wahrend die anderen Stimulanzien (Progesteron,
menschliche Follikularflissigkeit, CAMP und ein Phorbolester (TPA)) keine Korrelation
erkennen lief3en.

Daraus |& sich folgern, dald eine Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion und der Spermatozoenkonzentration von dem eingesetztem
Stimulus abhangig ist. Offensichtlich besteht bei Kéltestimulation keine Korrelation

zwischen der Spermatozoenkonzentration und der AAR.

4.3.2 Motilitat

Bel den Patienten mit normaler und erniedrigter Progressivmotilitdt zeigte sich kein

signifikanter Unterschied in der AAR nach Kélteexposition.

Fruhere Untersuchungen an Patienten mit einer Asthenozoospermie und fertilen Mannern
zeigten ebenfals keine signifikanten Differenzen in Bezug auf die akrosomale Reaktion
(Schill et al., 1988). Auch Brandelli et al. (1995) konnten keine Korrelation zwischen der

Progressivmotilitét und der akrosomalen Reaktion nachweisen.

Im Gegensatz dazu fanden Parinaud et a. (1996) in 130 Samenproben eine negative
Korrelation zwischen der spontanen akrosomalen Reaktion und der Progressivmotilitét

(Spearman Rangkorrelationskoeffizient, r=-0.499, p<0.0001). Patienten mit ener
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Asthenozoospermie zeigten eine reduzierte Induktion der akrosomalen Reaktion durch
lonophor (Pilikian et al., 1992). Es konnte eine positive Korrelation zwischen Motilitét
und akrosomaler Reaktion nach Induktion durch Follikularflissigkeit, spontaner
akrosomaler Reaktion und akrosomaler Reaktion nach Induktion durch lonophor gezeigt
werden (Fuse et al., 1993; Calvo et al., 1994; Aitken et a., 1994a). Parinaud et a. (1995)
zeigten eine Korrelation zwischen Motilitdt und Induktion der akrosomalen Reaktion
durch lonophor, Progesteron und Phorbolester, wéahrend Induktion durch menschliche
Follikularflussigkeit und CAMP keine Korrelation zeigte.

Eine Erklarung fir mogliche Einflisse der akrosomalen Reaktion auf die
Spermatozoenmotilitét konnte sein, dald der gleichzeitig eintretende Kalziuminflux in die
Zéelle negative Auswirkungen auf die Beweglichkeit hat (Fraser, 1987; Byrd et al., 1989).

Die Abhangigkeit der Korrelation zwischen der Motilitét und der AAR vom eingesetzten
Stimulus konnte erkléaren, warum die Kalteinduktion in den vorliegenden Experimenten in

keinem Bezug zur Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion stand.

4.3.3 Morphologie

Eine signifikante Korrelation zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
durch Kéteexposition und morphologischen Stérungen der Spermatozoen konnte in dem

eigenen Patientengut nicht nachgewiesen werden.

In der Literatur finden sich zur Korrelation zwischen Morphologie und AAR
unterschiedliche Angaben. Heywinkel et al. (1993) fanden, dal3 Spermatozoen, welche in
der Papanicolaou-Farbung nur kleine oder nicht darstellbare Akrosomen haben, unféhig
sind, die akrosomale Reaktion zu durchlaufen. Im Gegensatz dazu hatten elongierte
Spermatozoen ohne akrosomale Defekte eine normale Rate akrosomaler Reaktionen.
Parinaud et al. (1996) priften die Korrelation zwischen spontaner akrosomaler Reaktion
und verschiedenen Stérungen der Morphologie. Sie konnten eine hochsignifikante positive
Korrelation zwischen der spontanen akrosomalen Reaktion und den Stérungen des

Schwanzbereichs der Spermatozoen nachweisen, aber nur eine vergleichsweise schwach
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positive Korrelation zwischen der spontanen akrosomalen Reaktion und morphologischen
Kopfstorungen. Fukuda et al. (1989) wiesen eine deutliche Beziehung zwischen der
Morphologie und der Induktion der akrosomalen Reaktion durch menschliche
Follikularflissigkeit nach. Bel morphologisch normalen Spermatozoen fand sich ein
signifikant hoherer Prozentsatz akrosomal reagierter Spermatozoen. Auch bei der
Induktion durch Progesteron waren nur Spermatozoen mit normaler Morphologie féhig zur
akrosomalen Reaktion (Contreras et al., 1999). In einer Studie an 14 Patienten mit
Teratozoospermie (<14% morphologisch normale Spermatozoen) konnten signifikant
niedrigere Prozentsdtze spontan akrosomal reagierter und durch Progesteron induzierter
akrosomal reagierter Spermatozoen nachgewiesen werden (Oehninger et al., 1994). Calvo
et a. (1994) bestétigten diese Aussage an Ejakulaten von infertilen Patienten. Es zeigte
sich auch hier eine signifikant positive Korrelation der Induktion der akrosomalen
Reaktion durch menschliche Follikularflissigkeit und der Morphologie (Spearman
Rangkorrelationskoeffizient, r=0.509, p <0.001).

Spermatozoen von zehn Mannern mit gesicherter Fertilitdt wurden in vier verschiedene
morphologische Gruppen eingeteilt und, im Hinblick auf ihre Fahigkeit die akrosomale
Reaktion zu durchlaufen, analysiert. Nach Induktion der akrosomalen Reaktion durch
Follikularflissigkeit zeigte sich in alen vier Gruppen eine anndhernd gleiche Zahl
akrosomal reagierter Spermatozoen (Pampiglione et al., 1993). Patienten mit einer
Teratozoospermie zeigten praktisch die gleiche Anzahl akrosomal reagierter
Spermatozoen wie fertile Manner (Schill et al., 1988). Und auch Brandelli et al. (1995)
fanden keine Beziehung zwischen Morphologie und der Induktion der akrosomalen
Reaktion.

Die z. T. voneinander abweichenden Ergebnisse unterschiedlicher Gruppen kodnnen
eventuell auf die verschiedenen, bei den Experimenten verwendeten Stimulanzien
zurickzufiihren sein. Parinaud et al. (1995) demonstrierten eine signifikante Korrelation
zwischen AAR und Morphologie nach Induktion mit lonophor, Progesteron und
Phorbolester, aber nicht mit cAMP.
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Zusammenfassend konnte in den eigenen Untersuchungen keine Korrelation zwischen der
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch Exposition gegentiber Niedrigtemperatur
und der Morphologie der Spermatozoen festgestellt werden.

Einschrankend muf3 allerdings erwadhnt werden, dal3 eine stark abnorme Morphologie der
Spermatozoenkdpfe die Differenzierung in akrosomal reagierte und akrosomal intakte
Spermatozoen maoglicherweise erschwert hat. Dadurch konnten Spermatozoen mit
morphologischen Kopfstérungen bel der Auswertung der akrosomalen Reaktion nach

Triple Stain unterreprasentiert sein.

4.3.4 Entzindungsparameter

Die Diagnose chronisch-entztindlicher Prozesse des mannlichen Genitaltraktes bereitet
vielfach Schwierigkeiten, weil diese Infektionen nicht selten asymptomatisch verlaufen
und pathogene Mikroorganismen nicht immer nachgewiesen werden konnen. Einen
indirekten Hinweis auf eine Genitalinfektion gibt die Bestimmung von Leukozyten im
Ejakulat (Comhaire et al., 1980). Nach WHO (1993) wird hierzu die Zahl peroxidase-
positiver Zellen bestimmt. Der Nachweis von Granulozyten sezernierter Proteasen kann
ebenfalls Ausdruck einer Genitalinfektion sein (Schiessler et a., 1984; Jochum et al.,
1986). Die azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten, welche den grofdten Antell der
im Ejakulat gefundenen Leukozyten bilden, enthalten Elastase (EI-Demiry et al., 1986;
Wolff und Anderson, 1988b). Es wurde gezeigt, dal3 die Quantifikation der
Granulozytenelastase im Seminalplasma einen sensitiven und spezifischen Parameter fur
eine asymptomatische mannliche Genitalinfektion darstellt, welcher nach antibiotischer
Therapie dementsprechend abnimmt (Reinhardt et al., 1997).

In den eigenen Untersuchungen zeigte sich keine unterschiedliche Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion in den beiden Gruppen mit normaler und erhohter Anzahl
peroxidase-positiver Zellen. Allerdings gab es eine schwach positive Korrelation zwischen

der AAR und den peroxidase-positiven Zellen. Auch in den Gruppen mit normaler und
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erhdhter Granulozytenelastase liel3 sich keine unterschiedliche Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion nachweisen.

Diese Beobachtungen stimmen mit friheren Studien Uberein, welche keine Assoziation
zwischen der Leukozytenkonzentration oder deren Sekretionsprodukten und der
induzierbaren akrosomalen Reaktion fanden (Aitken et al., 1994b; Fedder und Ellermann-
Eriksen, 1995). Neuere Untersuchungen konnten dagegen eine positive Korrelation
zwischen einer Leukozytospermie und der akrosomalen Reaktion zeigen (Kaldli et a.,
2000).

Es ist auch bekannt, dal3 radikale Sauerstoffspezies (ROS), die aus Leukozyten freigesetzt
werden, die Hyperaktivierung und Kapazitation von Spermatozoen induzieren kénnen (De
Lamirande et al., 1993; Griveau et a., 1994; Oehninger et al., 1995). Es lief3 sich eine
negative signifikante Korrelation zwischen der induzierten bzw. induzierbaren
akrosomalen Reaktion und den radikalen Sauerstoffspezies nachweisen (Ichikawa et al.,
1999).

435 o-Glukosidase

Im Seminalplasma lassen sich zwel Isoformen der a-Glukosidase nachweisen, eine
quantitativ Uberwiegend neutrale Form aus dem Nebenhoden und eine saure Form aus der
Prostata. Die neutrale a-Glukosidase hat eine hthere Spezifitdt und Sensitivitét fur die
Funktion des Nebenhodens als die Nebenhodenmarker L-Carnitin  und
Glycerophosphocholin. Bei Patienten mit Azoospermie deutet eine Erniedrigung der a-
Glukosidase auf eine Obstruktion der ableitenden Samenwege hin und hat deshalb in
Kombination mit Hormonbestimmungen grof3e diagnostische Bedeutung (Guerin et al.,
1986).

Auf dem Weg durch den Nebenhoden machen Spermatozoen verschiedene
Reifungsprozesse durch. Demonstriert worden ist bisher eine positive Korrelation der a-
Glukosidase ~ mit den zZwel Standardsamenparametern Motilitat und
Spermatozoenkonzentration (Cooper et al., 1988). Untersuchungen an Operations-
praparaten nach Orchidektomie haben ergeben, dal? die Induzierbarkeit der akrosomalen

Reaktion durch Ké&lteexposition vom Caput bis zur Cauda des Nebenhodens zunimmt
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(Haidl et a., 1994). Es ware denkbar, dal3 diese Reifungsprozesse der Spermatozoen bei
gestorter Funktion des Nebenhodens eingeschrankt sind. Deshalb wurde die
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion mit der a-Glukosidase korreliert. Nur 8% der
Patienten, bei denen die a-Glukosidase gemessen wurde, zeigten einen pathologisch
erniedrigten Wert. Es liel3 sich kein Unterschied in der AAR zwischen Patienten mit

normaler und pathologisch erniedrigter a-Glukosidase nachwei sen.

4.3.6 Chromatinkondensation

Waéhrend der Spermiogenese kommt es zum Austausch von lysinreichen Histonen durch
arginin- und cysteinreiche Protamine. Sie ermoglichen eine Kondensation des Chromatins,
verhindern eine weitere Transkription und stabilisieren das Chromatin gleichzeitig
gegeniber aulleren Einflissen. Die Persistenz der lysinreichen Histone kann mit
Anilinblau nachgewiesen werden, wobei sich die chromatingestdrten Spermatozoen blau
farben (Terquem und Dadoune, 1983).

Eine gestorte Chromatinkondensation ist mit einer reduzierten akrosomalen Morphologie
korreliert. So ist bei morphologisch normalen Spermatozoen ein deutlich hoherer
Prozentsatz an ungeférbten Kopfen nachweisbar (etwa 80%), als bei den abnormal
geformten Spermatozoen (etwa 50%) (Dadoune et al., 1988). Die Prozentzahl reifer, d.h.
chromatinkondensierter Spermatozoenkopfe ist signifikant mit der Fertilitét korreliert
(Silvestroni et a., 1976; Foresta et al., 1989; Auger et a., 1990; Foresta et al., 1992). Die
Chromatinkondensation kann nicht nur in morphologisch abnormen, sondern auch in
morphologisch normalen Spermatozoenkopfen infertiler Manner gestort sein und ist somit
ein unabhangiger Parameter fur die Beurteilung der méannlichen Fertilitét (Hofmann und
Hilscher, 1991).

Deshalb wurde die Korrelation einer gestorten Chromatinkondensation mit der
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion in der vorliegenden Arbeit untersucht. Patienten
mit einer gestorten Chromatinkondensation zeigten eine verminderte Induzierbarkeit der

akrosomalen Reaktion. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dal3 die eingeschrankte
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akrosomale Reaktion durch eine Reifungsstorung der Spermatozoen bedingt zu sein

scheint.

4.4 Korrelation der bakteriellen Samenwegsinfektion mit der akrosomalen
Reaktion

Bakterielle Infektionen konnen die mannliche Fertilitst UGber verschiedene
Pathomechanismen beeinflussen. Anerkannt ist der Einflu3 akuter Infektionen wie
Prostatitiden und Epididymitiden. Hingegen ist der Einfluf3 chronischer asymptomatischer
Infektionen umstritten (Cintron et al., 1981; Sherins und Howards, 1986; Megory et al.,
1987). Eine Beziehung zwischen asymptomatischer Bakteriospermie und mannlicher
Infertilitét wurde von einigen Untersuchern beschrieben (Grossgebauer und Kaden, 1982;
Busolo et al., 19844). In infertilen Patientengruppen waren Méanner, deren Sperma mit
Mikroorganismen kontaminiert war, signifikant haufiger représentiert, als in fertilen
Patientengruppen (Rehewy et al., 1979; Toth und Lesser, 1981; Eggert-Kruse et al., 1992;
Xu et al., 1997). Gleichzeitig sollen antimikrobielle Effekte des Seminalplasmas bei
infertilen Patienten geringer sein als bei fertilen bzw. gesunden Mannern (Rehewy et al.,
1979). Swenson et al. (1980) zeigten durch Untersuchungen zur asymptomatischen
Bakteriospermie bei Uber 100 Ejakulaten infertiler Méanner, dal3 ein Zusammenhang
zwischen Infertilitdt und Anwesenheit von Mikroorganismen im Sperma entweder nur
durch gewisse Mikroorganismen oder durch eine sehr grof’e Anzahl der Organismen

erklart werden.

Die Effekte einer symptomatischen oder asymptomatischen Samenwegsinfektion auf die
Qualitdt des Spermas werden in der Literatur ebenfals kontrovers beschrieben
(Ubersichten bei Purvis und Christiansen, 1993, 1995).

44.1 EinfluR von E.coli

E.coli ist der wichtigste pathogene Keim bei Prostatitis und Epididymitis (Giamarellou et
al., 1984; Weidner et a., 1991). Er wird aber auch in Ejakulaten infertiler Manner ohne
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Leukozytospermie oder klinische Zeichen einer Infektion mit einer Pravalenz zwischen
1,7% und 11% gefunden (Rehewy et al., 1979; Toth und Lesser, 1981; Naessens et al.,
1986; Eggert-Kruse et a., 1992; Merino et a., 1995). Untersuchungen von 109
Samenproben von fertilen und infertilen Ménnern zeigten, daf3 E.coli bei 5% der infertilen
Manner isoliert werden konnte, jedoch nicht bei den fertilen Ménnern (Rehewy et a.,
1979).

Eine negative Auswirkung von E.coli auf die Motilitdt von Seprmatozoen wurde von
einigen Autoren beschrieben (Schirren und Zander, 1966; Teague et al., 1971; Auroux et
a., 1991; Diemer et al., 1996). Grinde hierfir konnten Agglutination oder Ausscheidung
eines von den Bakterien produzierten Immobilisationsfaktors sein, welcher zur
Immobilisation der Spermatozoen fuhrt (Teague et al., 1971; Paulson und Polakoski,
1977; Monga und Roberts, 1994). Eine signifikante Abnahme der Spermatozoenmotilitét
wurde bei einer Konzentration von 10*- 10° E.coli/ml gezeigt (Auroux et al., 1991; Monga
und Roberts, 1994). Diemer et al. (1996) nehmen an, dal3 ein deutlich hemmender Effekt
auf die Motilitét bel einem Verhdltnis von 1:1 (Spermatozoen/ E.coli) eintritt. Dieses
Verhdltnis zeigt sich in vivo aber kaum, Bakterienkonzentrationen Uberschreiten weder bei
asymptomatischen, noch bei symptomatischen Infektionen selten Werte von 10° - 10°
Mikroorganismen/ml (Comhaire et a., 1980). In vitro ist der Einflu® von Bakterien auf die
guantitative und qualitative Motilitét von Spermatozoen demnach stark von der
Bakterienkonzentration abhéngig. Erst bei Konzentrationen von 2 x 10° E.coli/ml oder
mehr fanden Hano et al. (1986) eine verminderte Motilitét. Der Motilitatsverlust war

zudem mit der Inkubationszeit positiv korreliert.

Uber den EinfluR einer Infektion mit E.coli auf die akrosomale Reaktion ist in der
Literatur bisher wenig bekannt.

Bel Patienten der andrologischen Sprechstunde fanden sich signifikant hthere Werte fur
die spontane akrosomale Reaktion bei Patienten mit E.coli im Ejakulat im Gegensatz zu
Patienten ohne bakterielle Samenwegsinfektion. Hingegen fand sich kein statistisch
signifikanter Unterschied der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion. Die

Kontrollgruppe ohne bakterielle Infektion wies sogar haufiger eine pathologische
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Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion auf als Patienten mit E.coli im Ejakulat. Nach
Unterteilung der Patienten mit einer E.coli-Infektion in zwei Gruppen mit normaen und
erhdhten Entztindungsparametern zeigte die Gruppe mit erhéhten Entzindungsparametern
keine signifikant hthere spontane akrosomale Reaktion im Vergleich mit der Gruppe mit
normalen Entziindungsparametern. Auch in der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
unterschieden sich diese beiden Gruppen nicht. Damit sind auch mdgliche indirekte
Effekte einer Infektion mit E.coli durch eine gleichzeitig induzierte Entzindungsreaktion
und die moglicherweise durch reaktive Sauerstoffspezies aus Leukozyten bedingten
Auswirkungen auf die Spermatozooen ausgeschlossen.

Die Anzahl der E. coli im Seminalplasma korrelierte auch nicht mit der AAR. Bei den
Patienten waren Bakterienkonzentrationen zwischen 500 und 100000 cfu pro ml Ejakulat
nachweisbar; in diesen Konzentrationen spielt eine E.coli-Infektion des Ejakulates
anscheinend keine Rolle im Hinblick auf die Beeinflussung der induzierbaren akrosomalen
Reaktion.

Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen fanden Wolff et al. (1993) keine
Korrelation zwischen der spontanen akrosomalen Reaktion und E.coli im Ejakulat. Auch
in anderen Untersuchungen wurde dies bestétigt; allerdings war die Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion in Spermatozoenproben mit E.coli signifikant niedriger as in
Kontrollproben (EI-Mulla et al., 1996). Im Gegensatz zu den Untersuchungen von El-
Mulla et al. (1996) wurden im Rahmen der vorgelegten Doktorarbeit keine in-vitro-
Untersuchungen durchgefiihrt. Protektive Effekte des Seminalplasmas auf die
Spermatozoen konnen eine Erklarung dafir sein, warum in-vivo keine Auswirkungen von

E.coli auf die verschiedenen Parameter der akrosomal en Reaktion zu beobachten waren.

Eine mogliche Ursache des Einflusses von E.coli auf die akrosomale Reaktion kénnte die
Bindung der Bakterien an Mannose und Mannose-bindende Rezeptoren auf der
Spermatozoenoberfléche sein (Bartoov et a., 1991; Wolff et a., 1993; Monga und
Roberts, 1994). Dies kann einerseits zur Agglutination fihren, anderseits ist die
Expresson von Mannose und Mannose-bindenden Rezeptoren auf der
Spermatozoenoberfléche assoziiert mit der Kapazitation und der akrosomalen Reaktion
(Benoff et al., 1993). Diskutiert worden ist weiterhin, dal3 Bakterien an das aguatoriale
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Fibronectinband binden kénnen, welches wahrscheinlich an der Spermatozoen-Oocyten
Bindung beteiligt ist (Glander et al., 1991).

Inwieweit eine E.coli-Infektion die Schwangerschaftsrate beeinflussen kann, ist
Gegenstand von Diskussionen. Patienten mit einer E.coli-Infektion im Seminalplasma
induzierten nach einer erfolgreichen antibiotischen Behandlung eine hohere
Schwangerschaftsrate (60%) im IVF-Programm im Vergleich zu Patienten, die wahrend
der 1IVF-Behandlung positive E.coli Kulturen im Sperma zeigten (Shalika et al., 1996).
Auch im heterologen Hamster-Ovum-Penetrationstest kann die Penetrationsrate nach
bakterieller Kontamination des Ejakulates mit E.coli auf 0% absinken (Hano et a., 1986).
Allerdings zeigten bakteriell kontaminierte Ejakulate, die mit der ,swim-up“-Technik
aufbereitet worden waren, im Hamster-Ovum-Penetrationstest keinen Unterschied mehr zu

nicht kontaminierten Ejakul aten.

4.4.2 Einfluf von Ureaplasmen

Ureaplasmen sind haufige Erreger von Urogenitalinfektionen, besonders der
nichtgonorrhoischen Urethritis und chronischen Prostatitis (Styler und Shapiro, 1985;
Weidner et al., 1985). Die Angaben Uber die Prévalenz von Ureaplasmen im
Seminalplasma bei Mannern variieren stark. Ureaplasma ureal yticum finden sich bei 9.8%
bis 44.8% infertiler Patienten (Cintron et a., 1981; Busolo et al., 1984b; Naessens et al.,
1986; Bamelli et a., 1994; Shalika et a., 1996; Xu et a., 1997). Bel fertilen Mannern
treten sie mit einer Haufigkeit von 9.1% bis 27% auf (Shalhoub et al., 1986; Xu et al.,
1997). In den eigenen Untersuchungen fanden sich Ureaplasma ureayticum im

Seminal plasma von 10.6% der andrologischen Patienten.

Der Einflul ener Samenwegsinfektion mit Ureaplasma urealyticum auf die
Ejakulatqualitdt und mannliche Fertilitét wird in der Literatur kontrovers diskutiert
(Ubersichten bei Styler und Shapiro, 1985). Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede der Standardsamenparameter in Ejakulaten mit oder ohne Nachweis von
Ureaplasmen (Cintron et al., 1981; Hill et al., 1987; Lumpkin et a., 1987). Ebenso konnte
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keine Korrelation zwischen der Motilitdt und einer Ureaplasmen-Infektion in-vitro
nachgewiesen werden (Busolo et al., 1984a; Shalhoub et al., 1986; Talkington et al.,
1991). Im Gegensatz dazu demonstrierten andere Untersucher eine Beziehung zwischen
einer Mycoplasma hominis- bzw. Ureaplasmen-Infektion und der Motilitdt oder der
Spermatozoenzahl (Swenson et al., 1979; Naessens et al., 1986; Rose und Scott, 1994).
Weiterhin wurde auch Uber eine Korrelation zwischen Spermatozoenmorphologie und
einer Infektion mit Mykoplasmen berichtet (Rose und Scott, 1994).

Es zeigte sich keine signifikante Abnahme der Fertilisationsrate nach einer In-vitro-
Fertilisation bel Paaren mit Ureaplasmen-Infektionen im Vergleich zu ener
Kontrollgruppe ohne Infektion (Hill et al., 1987; Montagut et a., 1991; Kanakas et al.,
1999). Allerdings wurde eine erniedrigte Implantationsrate bei Paaren gefunden, bel denen
die Manner eine Ureaplasmen-Infektion hatten. Als Erklarung wurde eine leichte
Endometritis bel den Frauen angenommen (Montagut et al., 1991). Bei der heterologen
Insemination findet sich bezlglich der Konzeptionsrate keine signifikante Differenz
zwischen mykoplasmenkontaminiertem und mykoplasmenfreiem  Seminalplasma
(Lumpkin et al., 1987).

In den eigenen Untersuchungen wurde im Patientengut der andrologischen Sprechstunde
der Einfluld einer Infektion mit Ureaplasma urealyticum auf die akrosomale Reaktion
beurteilt. Es fanden sich keine Unterschiede beziiglich der spontanen akrosomalen
Reaktion und der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion zwischen Patienten mit einer
Ureaplasmen-Infektion und einer Kontrollgruppe. Nach Unterteilung der Patienten mit
einer Ureaplasma urealyticum-Infektion in zwel Gruppen mit normalen und erhdhten
Entziindungsparametern zeigte die Gruppe mit erhdhten Entziindungsparametern keine
signifikant geringere Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion als die Gruppe mit
normalen Entziindungsparametern.

Rose und Scott (1994) inkubierten Spermatozoen mit Ureaplasmen und zeigten in ihren
Untersuchungen eine erniedrigte akrosomale Reaktion nach Induktion durch lonophor.
Diese Diskrepanz zwischen den in vitro Daten von Rose und Scott (1994) und unseren

Beobachtungen konnten durch unterschiedliche Ureaplasmenkonzentrationen erklérbar
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sein. Rose und Scott (1994) inkubierten 4 x 10° Spermatozoen mit 2.5 x 10° Mykoplasmen
in einem Volumen von 15 ml (Uber Nacht. Dies entspricht einer
Mykoplasmenkonzentration von ca. 1.5 x 10°/ml, was weit tber den in vivo gemessenen
Konzentrationen liegt. Bel unseren Patienten fanden wir eine durchschnittliche

Ureaplasmenkonzentration von 9960 cfu/ml mit einem Maximalwert von 80000 cfu/ml.

Es werden verschiedene Ursachen eines Einflusses der Ureaplasmen auf die Spermatozoen
diskutiert. Zum einen binden Ureaplasmen an die Spermatozoenoberflache, insbesondere
im Schwanzbereich. Zum anderen kommen Ureaplasmen in den geschwollenen
Mittelteilen der Spermatozoen vor (Busolo et al., 1984b; Sanchez et al., 1989). Mittels
Transmissionsel ektronenmikroskopie kénnen Ureaplasmen in oder auf dem Kopfbereich
der Spermatozoen nachgewiesen werden (Grossgebauer und Hennig, 1984). Swenson und
O'Leary (1980) fanden nach Inkubation von Ejakulatproben mit U. urealyticum mit Hilfe
der Fluoreszenzmikroskopie Ureaplasmen, die an die Kopfe und Flagellen der
Spermatozoen gebunden waren. Die Bindung von Ureaplasmen an die Spermatozoen
scheint die Motilitdt der Spermatozoen und damit die Fertilitét physikalisch zu
beeintrachtigen.

Gezeigt wurde auch, dal3 von Mykoplasmen produzierte reaktive Sauerstoffspezies, z. B.
Peroxide, die Hyperaktivierung und Kapazitation von Spermatozoen unphysiologisch
induzieren konnen (Cole et a., 1968; De Lamirande et al., 1993; Griveau et a., 1994;
Oehninger et a., 1995).

Eine weitere Erklarung fir schédigende Einflisse dieser Bakterien konnte sein, dafi
Spermatozoen Ureaplasmen durch den Zervikalmukus und den Uterus transportieren und
damit Infektionen des oberen weiblichen Genitaltraktes begtinstigen, wodurch die Fertilitét

der Partnerin beeintréchtigt wird (Swenson und O'Leary, 1980).

4.4.3 Einflu® einer antibiotischen Therapie

Da es sich in der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive Untersuchung handelt, war
eine weitergehende Untersuchung des Einflusses einer antibiotischen Therapie nur bei

Patienten mit einer Ureaplasma urealyticum-Infektion mdglich, da die Fallzahl der
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Patienten mit einer E.coli-Infektion zu gering war. Die spontane und die induzierte
akrosomale Reaktion und deren Induzierbarkeit wurde bei 27 Patienten der androl ogischen
Sprechstunde mit ener Ureaplasma urealyticum-Infektion vor und nach einer
antibiotischen Therapie gemessen. Es ergab sich bel den Patienten, die vor antibiotischer
Behandlung eine erniedrigte akrosomale Reaktion zeigten, eine signifikante Zunahme der
induzierten akrosomalen Reaktion und deren Induzierbarkeit nach antibiotischer Therapie.
Es muf3 hier bemerkt werden, dal3 es bei nichtinfizierten Mannern ebenfals zu einer
Zunahme der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion kam. Wenn diese in der ersten
Messung eine erniedrigte Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion zeigten, dann war die
Induzierbarkeit in 70.3% bel der zweiten Messung normal. Es besteht somit eine Tendenz
zur Verbesserung der AAR bel der Zweitmessung. Eine Ursache fir die Verbesserung der
Werte konnte aber auch die antibiotische Behandlung der U. urealyticum-Infektion sein.
Die  Wirkung ener antibiotischen  Therapie auf die  verschiedenen
Standardsamenparameter wurde schon von verschiedenen Autoren beschrieben. Nach
Untersuchungen von Sanchez et al. (1990) zeigten Patienten mit Ureaplasmen im Ejakulat
nach einer Doxycyclin- bzw. Erythromycintherapie eine signifikante Verbesserung der
Spermatozoenmorphologie. Daraus wurde geschlossen, dal3 Ureaplasmen wesentliche
Verénderungen der Spermatozoenmorphologie hervorrufen kénnen und beim Nachweis
einer Teratozoospermie eine antibiotische Therapie erwogen werden sollte. Auch die
Motilitat wird durch eine antibiotische Therapie positiv beeinflufd (Swenson et al., 1979;
Toth und Lesser, 1982; Busolo et al., 19844). Patienten mit einer Asthenozoospermie und
Ureaplasmen im Ejakulat zeigten nach einer Therapie mit Doxycyclin eine Verbesserung
der Motilitat (Aparicio et a., 1980).

Ob ene erfolgreiche Therapie von Ureaplasmen im Ejakulat zu einer erhdhten
Schwangerschaftsrate fuhrt, wird in der Literatur aber kontrovers diskutiert. 60% der
Frauen, bel deren Mannern nach einer Doxycyclin-Therapie keine Ureaplasmen mehr im
Ejakulat nachweisbar waren, wurden schwanger. Dagegen erreichten nur 5% der Frauen,
deren Ménner nach einer Doxycyclin-Therapie immer noch Ureaplasmen im Ejakulat
hatten, eine Schwangerschaft (Toth et al., 1983). Auch andere Autoren bestétigen eine
erhdhte Anzahl an Schwangerschaften nach erfolgreicher antibiotischer Therapie (Shalika
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et a., 1996). Dagegen konnten Harrison et al. (1975) bei 120 Paaren mit Ureaplasmen im
vaginalen und zervikalen Abstrich und im Seminalplasma keine verbesserten

Konzeptionsraten nach einer Doxycyclin-Therapie nachwei sen.

Zusammengefalt  bleibt der Wert ener antibiotischen  Therapie einer
Ureaplasmeninfektion fur die Spermatozoenfunktion und Fertilitét umstritten. Im Hinblick
auf die Mdoglichkeit einer eventuellen Infektion des weiblichen Genitaltraktes sollte die

antibiotische Therapie dieser Infektionen trotzdem erfolgen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Akrosom ist eine wahrend der Spermiogenese aus dem Golgi-Apparat entstehende
Struktur, die von Membranen begrenzt wird, lysosomale Enzyme enthdt und die vorderen
Zweidrittel des Spermatozoonkopfes bedeckt. Die Befruchtung von Eizellen durch
Spermatozoen ist ein hochkomplexer biologischer Vorgang, in dessen Verlauf die
Spermatozoen die akrosomale Reaktion durchlaufen. Hierbei werden im Akrosom
enthaltene Enzyme freigesetzt, welche fur das Durchdringen der Zona pellucida notwendig
sind. Die Fahigkeit der Spermatozoen, akrosomal zu reagieren, kann in vitro gemessen
werden und korreliert mit den Fertilisierungsraten nach IVF. Unter physiologischen
Bedingungen wird die akrosomale Reaktion durch den Kontakt mit der Zona pellucida
ausgel ost.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (AAR)
nach Exposition gegentiber niedrigen Temperaturen bel 489 Patienten der andrologischen
Ambulanz des Zentrums fur Dermatologie und Andrologie der JLU Giessen. Bei 31% der
Patienten zeigte sich eine pathologisch verminderte AAR. Bei einer spateren zweiten
Messung finden sich jedoch erhebliche intraindividuelle Schwankungen, wobei eine
pathologisch erniedrigte AAR in nur 29.7%, und eine normale AAR in 77.8% der Félle
reproduzierbar war. Es liefd sich auch eine signifikante jahreszeitliche Schwankung der
AAR nachweisen. Diese Resultate zeigen, da3 die Messung der AAR, wie andere
Standardsamenparameter auch, erst nach mindestens zweimaliger Bestimmung

aussagekraftig ist.

In dieser Arbeit wurde zudem der Einflul3 der Standardsamenparameter auf die AAR
untersucht. Die Spermatozoenkonzentration, die Progressivmotilitét und die Morphologie
zeigten keine Korrelation mit der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion. Es lief3 sich
auch kein Unterschied in der AAR zwischen Patienten mit normaer und pathologisch
erniedrigter a-Glukosidase (Nebenhodenmarker) nachwei sen. Eine pathologisch reduzierte

AAR wurde in Proben mit einer pathol ogischen Chromatinkondensation gefunden.
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Weliterhin wurde der Einflu3 von Entziindungsfaktoren auf die AAR untersucht. Es liess
sich eine schwach positive Korrelation zwischen der AAR und den peroxidase-positiven
Zellen nachweisen. Dasich in vitro Hinweise auf Wechselwirkungen zwischen bakterieller
Infektion und Induzierbarkeit der AR zeigten, wurden gezielt Ejakulate mit Nachweis von
Ureaplasmen und E.coli untersucht. Eine Korrelation von Samenwegsinfektionen mit
Ureaplasmen oder E.coli und der AAR konnte nicht festgestellt werden. Eine antibiotische
Therapie verbesserte aber bel Patienten mit Ureaplasmeninfektion die AAR signifikant, so
dal3 bei dieser Patientengruppe dennoch eine Verminderung der AAR durch Ureaplasmen
nicht ausgeschlossen werden kann. Einschrdnkend muss aber auf die hohe

intraindividuelle Variabilitét des Parameters ,, AR* hingewiesen werden.

Zusammenfassend handelt es sich bei der kdteinduzierten AAR um einen
Spermatozoenfunktionsparameter mit  hoher intraindividueller  Variabilitdét  und
jahreszeitlicher Schwankung, welcher durch Spermatozoenreifungsstorungen und durch

urogenitale Infektionen negativ beeinflufd werden kann.
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