TATJANA PETRY

Nachweis von Autoantikorpern gegen
Disulfid-lsomerase ER-60 bei Mannern mit
entziindlich bedingten Fertilitatsstorungen

eine Pilotstudie

INAUGURALDISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat GieBen

VVB LAUFERSWEILER VERLAG




Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2012

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2012

© 2012 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Nachweis von Autoantikorpern gegen Disulfid-Isomerase ER-60

bei Mannern mit entziindlich bedingten Fertilititsstorungen

eine Pilotstudie

INAUGURALDISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitdt Gie3en

vorgelegt von

Tatjana Petry

aus Giellen

Gieflen 2012



Aus der Klinik fir Urologie, Kinderurologie und Andrologie des
Universitatsklinikum GieRen und Marburg GmbH

Direktor: Prof. Dr. Wolfgang Weidner

Gutachter: Prof. Dr. H.- Chr. Schuppe
Gutachter: Prof. Dr. G. Bein

Tag der Disputation: 29.10.2012



Teile der vorliegenden Dissertation wurden verdffentlicht in:

M. Fijak, T. Zeller, T. Petry, J. Klug, E. Schneider, G. Haidl, J. Allam, A. Pilatz, W.
Weidner, H. Schuppe, A. Meinhardt Auto-antibodies against disulphide isomerase ER-
60 as a possible diagnostic marker in male immunological infertility, 4. DVR Kongress
9. -12.2011, Berlin, J Reproduktionsmed Endokrinol 2011; 8(5):320.

M. Fijak, T. Petry, T. Zeller, G. Haidl, J. Allam, A. Pilatz, W. Weidner, A. Janetzko, H.
Schuppe, A. Meinhardt Auto-Antibodies against disulphide isomerase ER-60 as a
possible diagnostic marker in male immunological infertility, Annual Meeting of
American Association for Clinical Chemistry, July 24-28, 2011 Atlanta, USA; Clinical
Chemistry Abstract Supplement, Clinical Chemistry, Volume 57, Number S10, Page
A121, October 2011.

M. Fijak, T. Petry, T. Zeller, G. Haidl, J.-P. Allam, A. Pilatz, W. Weidner, H.-C.
Schuppe, A. Meinhardt (2011) Nachweis von Autoantikdrpern gegen ER-60 bei
Méannern mit entzindlich bedingten Fertilitatsstérungen - eine Pilotstudie. Urologe 50
(Suppl 1): 29. Vortrag auf dem 63. Kongress der Deutschen Gesellschaft fur Urologie,
Hamburg,14.-17.09.2011



Inhaltsverzeichnis

L EINIEITUNG ..ttt ettt ees 4
1.1 Funktionelle Organisation der HOAeN ..........cccoooeiiiiiiiiiieeiic e 4
1.1.1 Das tubulére Kompartiment..........ccoceiiiiiiieiieie e 5
1.1.1.1 Peritubuldre Zellen ... 5
1.1.1.2 SErtOli-ZEHEn ......oooiieiieiee e 5

1.1 13 KEIMZEIEN ..o 5
1.1.2 Das interstitielle KOmMpPartiment............ccoooveiiiiie e 6
1.1.2. 1 LeYdig-ZEHEN ..ceiiiiiie s 6

1.2 Immunzellen im HOGEN ..o 7
1.2.1 MaKIOPNAGEN ...t 7
1.2.2 LYMPRNOZYLEN ..ottt 8
1.2.3 MASEZEIIEN. ...t 9
1.3 Immunprivileg des HOGBN.........ooiiiiiiiieic e 10
1.3.1 Blut-Hoden-SChranke.............ccooiiiiiiiiiiieiic s 10
1.4. Zytokine in der testikuldren Immunoregulation .............c.cccooveiiiiiiiiie i, 12
I 1 PR 12
0 I | USSR 12
LB IMIF ettt 12
I ] PP PRTR 13
1.5. Mannliche INTErtilitat ..........cocooiiiiiii e 14
1.6 Testikulare Entziindungsreaktionen und Infertilitdt ................ccccoeeeiiien e, 16
1.7 Experimentelle AutoimmUNOICRIEIS.........covvviiiiiiiiieeie e 19
1.8 Diagnostik testikularer ENtZUNAUNGEN.........ooiviiiiiiiiie e 20
1.9 Zielsetzung der ArDEIT..........oouiiiiiiie i 21
2 Material und MEethOOEN.........c.oiiiiiiie s 22
2.1, PAUIBNTEN ...t 22
2.2 IMAEEITAIIEN. ... e 26
2.2.1 ChemiKalIBN .......coviiiiiiic e 26
2.2.2 Antigene, Antikorper und ENZYME ........ccooiiiiiiiiiiiie e 26
2.2.3 PUTTEr uUNd LOSUNGEN ......viiiiiiiieiiie e 27
2.2.4 VerdUnnUNGSIEINEN ......oviiiiiiie e 28
2.2.5 Spezielle Verbrauchsmaterialien ...........cccocoeiiiiiiiii i 29
2.2.6 GEIALE .....eveieieee ettt 29
2.2.7 SOTEWAIE. ...ttt et b e 29
2.3 IMEENOTEN. ...t 30
2.3.1 Gewinnung der SEruUMPrODEN ........cciviiiiiiiie e 30
2.3.2 Bereitstellung VON ER-B0 ..........cooiiiiiiiiiiiiciiccee e 30
2.3.3TestPrinZip ELISA ....oooiiiee e 31
2.3.3.1 Direkte und INAIreKte ASSAYS ........cervieiiiiiieiieeiieesiee st 31
2.3.3.2 Kompetitive und nichtkompetitive ASSaYS........ccccvervrrieeriveeiieiieeninenn 32
2.3.4 Etablierung €ineS ELISA ..ot 36
2.3.4.1 Protokoll des etablierten ER-60-ELISA.........ccccooeiiiiiiiiiiieiiecie 39
2.3.4.2 Standardkurve und Berechnung der Testergebnisse ..........ccccooevivieninen. 40
2.3.5 STALISTIK ..o 41



B EFGEDNISSE .. 42

3.1 Patienten- und Gruppendaten ..........cocueviieiiieiieiiee e 42
3.1.1 Klinische Daten der untersuchten Probanden- und Patientengruppen.......... 42
3.1.2 Anzahl und Alter in den Patientengruppen ........coceeeerveeneesnieesiee e 44
3.1.3 PatientencharakteriStiKa.............ceiveeiiieeiiiie e 45

3.2 Etablierung €ines ELISA. ..ot 49
3.2.1 Auswahl der Beschichtungskonzentration .............cccccovceevieniieniicniesien, 49
3.2.2 Verdunnung des StandardsS ............ccoceereeiiiiiieeiie e 51
3.2.3 Verdunnung der ProbeN.........ocviiiiiiiiee e 51

3.3 Intra- und Inter-Assay-Variabilitat des etablierten ELISA ...........ccccoeviiveiiinenne 53

3.4 Receiver Operating Characteristic ANAIYSe .........cccceeviieeiiiee e 55

3.5 Ergebnisse und statistische Auswertung der Gruppen.........ccooceevveeneesveennenens 58
3.5.1 Werte und Gruppenvergleich der unverdiinnten Serumproben.................... 58
3.5.2 Werte und Gruppenvergleich der verdiinnten Serumproben........................ 64

4 DISKUSSION .o.vtiee ittt ettt st e et e e et e e e nnte e e ssaeeesnteeennseeeansaeeennne s 69
5 ZUSAMIMENTASSUNG ...ttt ettt nnne s 76
B SUMIMATY ..ttt ekttt ettt e n et e n e e e e e e e s s e e 77
T ANNANG ... 78

ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ....cviee ettt e e e e e eeenes 78

ADDIAUNGSVEIZEICANIS. ....cciiieiie e 80

TabEllENVErZEICANIS ......eii e 81

LIteratUrVerZEICNNIS .. ....vvii ettt e e nes 82

8 Ehrenwortliche ErKIArUNG ........c.ovi i 90
O DANKSAGUNG ...ttt sttt ettt sb et b ettt be e nane s 91






1 Einleitung

1.1 Funktionelle Organisation der Hoden

Der mannliche Reproduktionstrakt hat zwei Hauptfunktionen zu erfullen. Zu diesen
zahlen die Spermatogenese (Produktion der mannlichen Gameten) und die Synthese der
mannlichen Geschlechtshormone (Steroidogenese), sowie deren Sekretion. Beide
Vorgange, Steroidogenese und Spermatogenese, finden in unterschiedlichen
Kompartimenten des Hodens statt und sind dabei in morphologischer und funktioneller
Hinsicht voneinander getrennt. Bei den verschiedenen Kompartimenten handelt es sich
um das tubulédre Kompartiment, welches aus Samenkanélchen (Tubuli seminiferi)
besteht und um das interstitielle Kompartiment, welches zwischen den Samenkandlchen
liegt (s. Abb. 1). Trotz dieser Trennung stehen die beiden Kompartimente in enger
Beziehung zueinander. Dies ist fur die qualitativ und quantitativ normale Produktion
von Spermien Voraussetzung. Die Funktion der Hoden und ihrer Kompartimente
werden vor allem von Strukturen des Zwischenhirns und der Hirnanhangsdriise
beeinflusst. Daneben wird die Funktion des Hodens aber auch durch lokale

Steuerungsmechanismen gewahrleistet [66].
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Abbildung 1. Morphologie des Hoden: Verschiedene Kompartimente und Zellen (GZ=
Germinative Zelle, DC= Dendritische Zelle, LZ= Leydig-Zelle, MK= Makrophage, MZ=
Mastzelle, PTZ= Peritubulare Zellen, SZ= Sertoli-Zelle, TZ= T-Zelle)



1.1.1 Das tubulare Kompartiment
Das tubulédre Kompartiment nimmt einen Anteil von ca. 70% des Hodenvolumens ein.

Hier findet die Spermatogenese statt und es besteht aus Keimzellen, peritubuldren
Zellen und Sertoli-Zellen. AuRerdem finden sich im Hoden noch Bindegewebssepten,
welche diesen in etwa 300 Lobuli teilen. In jedem Lobulus finden sich ein bis drei stark
aufgeknduelte Samenkandlchen, welche jeweils eine L&nge von etwa 30-80cm
aufweisen [66].

1.1.1.1 Peritubulare Zellen
Bei den als peritubuldren Zellen bezeichneten Zellen handelt es sich um

Myofibroblasten, welche geringgradig differenzierte Myozyten mit der Fahigkeit zur
spontanen Kontraktion darstellen. Die peritubuléren Zellen bilden mehrere (bis zu
sechs) konzentrische Lagen um den Tubulus. Es werden verschiedene Faktoren von den
peritubuléren Zellen produziert, welche einen Einfluss auf die Kontraktilitat der Zellen
haben. Diese Faktoren sind unter anderem Panaktin, Desmin, Gelsolin, glattes
Muskelfasermyosin und glattes Muskelfaseraktin. Des Weiteren wird extrazellulare

Matrix, Vimentin und Fibroblastenprotein gebildet [42].

1.1.1.2 Sertoli-Zellen
Sertoli-Zellen stellen etwa 30-40% des Keimepithelvolumens und sitzen dort der

Basalmembran auf. Sie haben zytoplasmatische Fortsatze, welche bis zum Lumen
reichen und somit das Stitzgerist des Keimepithels bilden.

Es werden verschiedene Faktoren wie Proteine, Wachstumsfaktoren, Steroide,
Zytokine, Proteine, Opioide etc. in den Sertoli-Zellen synthetisiert und sezerniert. Den
Sertoli-Zellen kommt die Rolle als Versorger der Keimzellen zu, wobei dies Uber
selektiven Transport, Transzytose und vektorielle Sekretion geschieht.

Auch HodengréRe und Quantitdt der Spermienproduktion im adulten Hoden sind
abhéngig von Sertoli-Zellen [66, 98].

1.1.1.3 Keimzellen
Der Prozess der Spermatogenese beginnt mit der Teilung von Stammzellen und

resultiert in der Bildung von Spermatozoen. Die unterschiedlichen Keimzellen sind
innerhalb der Samenkanélchen in charakteristischen Zellassoziationen angeordnet, die
als Stadien der Spermatogenese bezeichnet werden.

Die Keimzellen starten als Spermatogonien und liegen basal dem Keimepithel auf. Aus
den Spermatogonien entstehen die praleptotdnen Spermatozyten unmittelbar vor dem



Beginn der meiotischen Reifeteilung. Die Keimzellen beginnen mit der DNA-Synthese.
Tetraploide Keimzellen werden als Spermatozyten bezeichnet und durchlaufen die
Phasen der meiotischen Reifeteilung. Aus der Reifeteilung gehen haploide Keimzellen
hervor, die Spermatiden. Diese sind runde und teilungsinaktive Zellen und durchlaufen
eine Transformation, aus welcher ausdifferenzierte und elongierte Spermatozoen
hervorgehen. AnschlieBend kommt es zur Freisetzung der Spermatozoen in das
Tubuluslumen [66].

1.1.2 Das interstitielle Kompartiment
Im interstitiellen Kompartiment finden sich Leydig-Zellen, Zellen des Immunsystems,

lockeres Bindegewebe, Nerven, Blut- und Lymphgefale.

1.1.2.1 Leydig-Zellen
Die Leydig-Zellen synthetisieren und sezernieren das mannliche Geschlechtshormon

Testosteron und sind somit der bedeutendste Zelltyp des interstitiellen Kompartiments.
Es sind ca. 200 x 10° Leydig-Zellen im menschlichen Hoden enthalten, die etwa 10-
20% dieses Kompartiments ausmachen [73].

Die adulten Leydig-Zellen weisen die typischen zytoplasmatischen Charakteristika
einer Steroidhormon-produzierenden Zelle auf. Des Weiteren finden sich im
Zytoplasma der adulten Leydig-Zelle Lipofuszingranula und Lipidtropfchen, in welchen
die Vorstufen des Testosterons enthalten sind. Gelegentlich sind auch Reinke-Kristalle
in den Leydig-Zellen zu finden. Im adulten Hoden unterliegt die Proliferationsrate der
Leydig-Zellen, welche sehr niedrig ist, der Steuerung durch Lutenisierendes Hormon
(LH). Ebenfalls wird die Differenzierung der intertubuldr und peritubuldr gelegenen
Myofibroblasten zu Leydig-Zellen durch LH induziert.

Neben dem adulten Zelltyp der Leydig-Zelle findet sich die immature Leydig-Zelle.
Dieser Zelltyp kommt allerdings sehr selten vor und seine Funktion ist noch nicht
endgliltig geklart. Es wird aus Experimenten am Tiermodell eine Art Reservefunktion
fur adulte Leydig-Zellen vermutet [41, 66].



1.2 Immunzellen im Hoden
Unter physiologischen Umsténden ist eine beachtliche Anzahl von Immunzellen im

adulten Hoden zu finden [19,20]. Die Immunzellen sind im interstitiellen Kompartiment
lokalisiert und sind dort an den Mechanismen beteiligt, welche zur Ausbildung des
Immunprivileg im Hoden fthren.

Makrophagen stellen nach den Leydig-Zellen den zweithdufigsten Zelltyp im
interstitiellen Kompartiment dar. Hierbei findet man pro 10-50 Leydig-Zellen etwa
einen Makrophagen.

Neben lokalen Makrophagen und Leydig-Zellen werden auch Mastzellen regelmaRig im
interstitiellen Gewebe und peritubuldarem Gewebe gefunden [27, 59, 67]. Die Anzahl
der Lymphozyten im Hoden ist relativ gering, obwohl die zirkulierenden Immunzellen
Zugang zu dem Organ haben [33, 60].

Es liegen keine einheitlichen Daten tber dendritische Zellen, sowie Natirliche Killer
(NK)- Zellen im menschlichen Hoden vor. Unter physiologischen Umstédnden werden
weder lokale, noch zirkulierende Immunzellen in den Tubuli seminiferi beschrieben.
Polymorphkernige Leukozyten fehlen hier komplett [83].

Allerdings konnte festgestellt werden, dass im normalen Rattenhoden dendritische
Zellen zu finden sind, wenn auch in einer geringeren Anzahl als Makrophagen [76].
Dendritische Zellen als professionelle antigenprasentierende Zellen im nicht-
entzundlichen adulten Rattenhoden exprimieren kostimulatorische Molekdile, welche an
der T-Zellaktivierung beteiligt sind, wie zum Beispiel CD80 und CD86 [76]. Den
Zellen des Immunsystems, welche sich im Interstitium des gesunden, adulten Hodens
finden, wird vor allem eine regulatorische Funktion zugesprochen [34, 35]. Es konnte
trotz des immunprivilegierten Status des Hodens keine erh6hte Empféanglichkeit fur
Infektionen oder Tumoren nachgewiesen werden [25, 46].

1.2.1 Makrophagen
Die testikularen residenten Makrophagen befinden sich im interstitiellen Kompartiment

des Hodens. Makrophagen stellen morphologisch und funktionell eine heterogene
Zellpopulation dar. Sie sind an der Gewebshomdostase und Entziindungsreaktionen
beteiligt [47, 57, 59]. Sie Uben verschiedene Funktionen aus wie Phagozytose,
Antigenpréasentation, zytotoxische  Aktivitat, Sekretion wvon Zytokinen und

Beeinflussung des Bindegewebsstoffwechsels und gewebsspezifischer Aktivitaten.



Dabei sind testikuldre Makrophagen und ihre Funktionen in hohem MalRe durch das
lokale Umfeld bestimmt [33, 35].

Die Anzahl der Makrophagen erhoht sich wéhrend der Pubertat und ist dabei teilweise
abhangig von der Interaktion mit Leydig-Zellen [35]. Testikuldre Makrophagen kénnen
in der Gonade bereits in der 7. Schwangerschaftswoche nachgewiesen werden. Unter
dem Einfluss von hCG kommt es postnatal zur Proliferation der Makrophagen und sie
machen im adulten menschlichen Hoden etwa 25% der Zellen des Interstitiums aus.

An der Regulation von Spermatogenese und Steroidogenese sind testikuldre
Makrophagen ebenfalls beteiligt [26, 35, 37, 83]. Dabei haben residente Makrophagen
einen trophischen Effekt auf die Leydig-Zell-Steroidogenese. Neben den Testes-
spezifischen Einflissen fungieren die residenten Makrophagen im Hoden als potentielle
Effektorzellen in der Immunabwehr. Es konnte aufgezeigt werden, dass testikuldre
Makrophagen MHC I1-Molekiile exprimieren, welche zur Antigenprasentation fiir CD4"
T-Zellen notwendig sind [90]. Vorhandene Daten weisen auf eine Erhchung der
entzundungshemmenden Zytokine im Maushoden hin, so dass ortsansassige
Makrophagen im Hoden eine hauptséachlich anti- inflammatorische Aktivitat ausuben.
Die Ausschiittung von Zytokinen wie IL-1 und TNFa ist zwar herabgesetzt, jedoch
vorhanden, so dass der Hoden dennoch in der Lage ist auf Infektionen mit Inflammation
zu reagieren [21, 44, 66].

Im Rattenhoden sind zwei unterschiedliche Makrophagenpopulationen bekannt. Diese
unterscheidet man anhand ihrer verschiedenen Oberflichenmolekiile und ihren
unterschiedlichen Auswirkungen auf die Immunantwort. Dabei scheinen ED2’-
Makrophagen in der Immunregulation eine Rolle zu spielen und nicht zur
Entziindungsreaktion beizutragen, dagegen wirken die ED1"ED2-Zellen aktivierend auf
Entzlindungsprozesse. Im Rahmen einer akuten oder chronischen Entziindung kommt es

zu einer verstirkten Zuwanderung von ED1" -Makrophagen durch BlutgefaRe [21, 35].

1.2.2 Lymphozyten
Im normalen und gesunden Hoden der Ratte konnte nachgewiesen werden, dass circa

15% der immunkompetenten Zellen Lymphozyten und NK- Zellen sind (15). Bei den T-
Lymphozyten kommen iiberwiegend CD8'-Gedachtniszellen vor, B-Lymphozyten

konnten allerdings nicht nachgewiesen werden. T-Lymphozyten scheinen eine wichtige



Rolle in der Pathogenese der mannlichen Infertilitat bei infektidosen bzw. entziindlichen
Erkrankungen des Hodens zu spielen [36, 80].

Es liegen nur wenige Daten tber Lymphozyten und deren Vorkommen im gesunden,
menschlichen Hoden vor. Es konnten immunhistologisch jedoch CD4*- und CD8"- T-
Lymphozyten nachgewiesen werden. Diese befanden sich vor allem im Bereich des
Rete testis. B-Lymphozyten konnten allerdings nicht gefunden werden [19, 45, 74, 95].
Hinsichtlich der Lymphozytenfunktionen und deren Subpopulationen liegen wenige
Daten vor, aber es wird eine regulatorische Funktion unter physiologischen
Bedingungen im Hoden angenommen. Duan et al. [17, 67] beschreiben erst kirzlich
eine erhéhte Anzahl und Expression vom Subtyp 17 der T-Helfer (TH) -Zellen und
deren Zytokinen bei Patienten mit Azoospermie im chronisch entziindeten

Hodengewebe.

1.2.3 Mastzellen
Mastzellen finden sich im menschlichen, adulten Hoden im Interstitium und in der

Lamina propria der Tubuli seminiferi, sowie in der Tunica albuginea [47, 57, 67].

Die genaue Funktion von Mastzellen im menschlichen adulten Hoden konnte bisher
noch nicht genau geklart werden. Sie sind jedoch ahnlich wie Makrophagen an der
komplexen Regulation der Hodenfunktion beteiligt [34].

Sie nehmen zudem an den Reaktionen des angeborenen, unspezifischen und des
erworbenen, spezifischen Immunsystems teil. Dabei setzen sie eine Reihe von
Entzindungsmediatoren, wie Histamin, Heparin, Proteasen (Chymase, Tryptase),
Leukotriene und Zytokine frei [46]. Hierbei kann man Mastzellen anhand ihrer
Proteasensynthese einteilen, in Tryptase/Chymase- und Tryptase-synthetisierende
Mastzellen. Beide Formen kommen im Hoden und Nebenhoden vor [24, 67]. Die
Freisetzung von Tryptase durch Mastzellen scheint im Zusammenhang mit fibrotischen
Umwandlungen bei infertilen Mannern zu stehen [3, 57], sowie eine erhohte Anzahl
von Mastzellen auch in der Pathophysiologie von testikuldaren Stérungen eine
Schlusselrolle zu spielen scheinen [47, 59].

In den ersten Lebensjahren ist ein Anstieg der Mastzellen im peripheren Hodengewebe
zu beobachten. Die Anzahl der Mastzellen im menschlichen Hoden vor der Pubertét ist

gering, steigt jedoch wéhrend der Pubertat an [67].



1.3 Immunprivileg des Hoden
Ein Immunprivileg ist eine evolutiondre Adaptation, um besonders vulnerable Gewebe

mit wenig Kapazitat zur Regeneration zu schiitzen und damit deren Funktionsverlust zu
verhindern [25, 35].

Das Immunprivileg des Hoden verhindert Immunreaktionen gegen potentielle
Autoantigene. Die meiotischen und haploiden ménnlichen Keimzellen exprimieren
wahrend der Pubertét erstmals eine Reihe von besonderen Antigenen. Dies geschieht
lange nach der Reifung des Immunsystems und Ausbildung von systemischer
Selbsttoleranz [24].

Eine Vielzahl von Experimenten weisen daraufhin, dass nicht nur Keimzellen, sondern
auch Fremdgewebetransplantate im Hoden vor Autoimmunattacken geschiitzt werden
[32, 33]. Dabei spielen physiologische, wie auch immunologische Faktoren eine
entscheidende Rolle fir die Schaffung und Aufrechterhaltung des Immunprivilegs des
Hoden. Zytokine sind an den komplexen Interaktionen zwischen testikuléren
somatischen Zellen und ortsstdndigen, sowie zirkulierenden Immunzellen beteiligt.
Ungeachtet des immunprivilegierten Status kann der Hoden eine effektive
Immunantwort gegen virale und bakterielle Infektionen, Neoplasien oder chemische
Noxen suggerieren. Zudem konnen keimzellspezifische Antigene zum Ziel von heftigen
Autoimmunreaktionen werden, wenn spezifische T-Lymphozyten durch aktive
Immunisierung generiert werden. Ahnliche Mechanismen von T-Zell-gesteuerter
Autoimmunitat konnten auch chronisch inflammatorische Vorgénge im ménnlichen
Hoden erkléren [83].

1.3.1 Blut-Hoden-Schranke
Die Blut-Hoden-Schranke entsteht wahrend der Pubertat mit dem Auftreten erster

meiotischer Keimzellen. Sie wird durch Zonula occludentes (,tight junctions®)
zwischen den Sertoli-Zellen aufgebaut. Die Blut-Hoden-Schranke trennt das basale
Kompartiment des Epitheliums der Tubuli seminiferi, welches Spermatogonien und
Spermatozyten im Préleptotanstadium enthélt, vom adluminalen Kompartiment, in
welchem Spermiogenese und Meiose stattfinden [54, 71]. Die Tight junctions zwischen
den Sertoli-Zellen sind selbst fir kleine Molekile impermeabel. Das adluminale

Kompartmiment ist so von dem vaskuldren System und zirkulierenden Immunzellen

10



getrennt. Diese Abtrennung von keimzell-spezifischen Autoantigenen durch die Blut-
Hoden-Schranke funktioniert jedoch nicht vollstandig [78, 83, 96].

Die unzureichende Sequestration von Antigenen oder ganzer Keimzellen durch die
Blut-Hoden-Schranke beim Mann fiihrt zur Entwicklung von Anti-Spermatozoen-
Antikorper (ASA). Kommen die wahrend der Reifung der Spermatogenese
entstehenden keimzellspezifischen Antigene mit immunkompetenten Zellen in Kontakt,
konnen ASA entstehen [15, 16]. Storungen der Blut-Hoden-Schranke konnen
anlagebedingt sein oder traumatisch entstehen.

11



1.4. Zytokine in der testikularen Immunoregulation
Die Regulation der Steroidogenese und Spermatogenese innerhalb des Hodens ist

abhéngig von zahlreichen autokrinen und parakrinen Mediatoren einschlielich
Wachstumsfaktoren und Zytokinen [37, 79]. Ortsanséssige Makrophagen und
testikulare somatische Zellen produzieren unter physiologischen Umsténden eine Reihe
von Zytokinen, wie Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-a, Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-10,
Interferone, Makrophagen-Inhibitionsfaktor (MIF) und Mitglieder der Transforming
growth Faktor (TGF)-B-Familie [37]. Die scheinbare Uberschneidung zwischen
testikularen und immunregulatorischen Funktionen der Zytokine kdnnte ein Ansatz
sein, um das Immunprivileg des Hodens und der entziindungsvermittelten Zerstérung

im Hoden zu verstehen [24, 83].

1.4.11L-1
Das proinflammatorische Zytokin IL-1wird von aktivierten Makrophagen sezerniert,

kann aber auch in anderen Zelltypen induziert werden [46]. Es gibt Hinweise darauf,
dass auch Spermatozyten und Spermatiden konstitutiv IL-1 produzieren [1]. In den
Tubuli seminiferi der Ratte stimuliert IL-1 die spermatogoniale und préleptotene
Spermatozyten-DNA-Synthese [70]. Diese Ablaufe deuten daraufhin, dass testikulares
IL-1 eine Rolle in der Koordination von Sertoli- und Keimzellentwicklung in den

Tubuli seminiferi, sowie bei der Kontrolle der Steroidogenese spielen kdnnte.

1.4.2 TNF-a
Beobachtungen in menschlichen Hoden deuten daraufhin, dass TNF-a eine Rolle bei

der Kontrolle der Effizienz der Spermatogenese spielt. Dabei soll TNF-a die Apoptose
mannlicher Keimzellen durch Regulation des FasL inhibieren [72]. In Bezug auf die
Immunpathologie des Hodens stellt TNF-a eines der hauptverursachenden Agenzien in

der Entwicklung der Autoimmunorchitis dar [86, 97].

1.4.3 MIF
MIF ist ein pleiotropes Protein und kommt in vielen Geweben vor. Es ist an

inflammatorischen Reaktionen beteiligt und als Gegenregulator der Glukokortikoid-
induzierten Immunsuppression tatig [37]. Ergebnisse aus Studien an Rattenhoden
stitzen die Vermutung, dass MIF eine Rolle in der parakrinen Regulation zwischen
Leydig-Zellen und Tubuli seminiferi spielt. Es konnte gezeigt werden, dass MIF zu
einer Herunterregulierung der TGF-p2-Sekretion in peritubularen Zellen fuhrt.

12



Demzufolge kann die Hochregulierung des proinflammatorischen MIF wéhrend einer

Entzlindungsreaktion die immunsuppressive Antwort des Hodens inhibieren [63].

1.4.4 TGF-p
Die Mitglieder der TGF-p-Familie sind dimerische Zytokine, welche tberwiegend an

immunsuppressiven und antiinflammatorischen Aktivitaten mitwirken [46]. Es wurden
bislang drei verschiedene Typen, die sich sehr ahnlich sind (TGF-p 1 bis 3), bei
Sdugetieren identifiziert. Diese werden vor allem von Sertoli-Zellen, peritubuldren
Zellen und Leydig-Zellen im fotalen und unreifen Hoden exprimiert. Postpubertér 14sst
die Produktion von TGF-B dramatisch nach [62]. Die zugehérigen Rezeptoren fir TGF-
B finden sich in somatischen Zellen und in Keimzellen [9, 28]. Diese Zytokine wurden
in Zusammenhang mit der Kontrolle von Leydig Zell- und Tubuli seminiferi-
Entwicklung gebracht [37]. Eine genaue Funktion im adulten Hoden muss noch
ermittelt werden, obgleich TGF-B eine Rolle bei der Immunaktivitat von Sertoli-Zellen

und dem testikuldren Immunprivileg zugeschrieben wird [25].
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1.5. Méannliche Infertilitat
Die WHO rechnet weltweit mit einem Zuwachs von ca. zwei Millionen infertilen

Paaren. Fir die Industrienationen wird eine durchschnittliche Pravalenz der mannlichen
Infertilitdt von 14% angenommen [7, 64]. Bei der Halfte der ungewollt kinderlosen
Paare finden sich Fertilittsstorungen beim Mann [50].

Nieschlag und andere Autoren definieren Infertilitdt im Sinne jedweder Stérung der
Fertilitat [66, 77]. Eine Einschrankung der Fertilitat liegt vor, wenn bei ungeschitztem,
regelméBigem Geschlechtsverkehr innerhalb eines Jahres keine Schwangerschaft
eintritt. Hierbei werden primare und sekundare Infertilitdt unterschieden. Wobei primére
Infertilitdt eines Paares bedeutet, dass es bisher noch zu keiner Schwangerschaft in der
Partnerschaft kam, und sekundére Infertilitat ausdruckt, dass bereits mindestens eine
Schwangerschaft bestand.

Die Ursachen fir mannliche Infertilitat sind auf den verschiedensten Ebenen lokalisiert.
Es koénnen die Testes selber betroffen sein, aber auch Stérungen in den ableitenden
Samenwegen, den akzessorischen Geschlechtsdriisen oder der Samendeposition
vorliegen. Des Weiteren konnen auch die tbergeordneten Zentren wie Hypothalamus
und Hypophyse oder die Androgen-Zielorgane betroffen sein. Neben dieser Einteilung
missen auch andere Faktoren, wie allgemeine oder psychische Erkrankungen, Toxine,
Umweltfaktoren und immunologische Stérungen der Fertilitat beriicksichtigt werden
[66]. Unter immunologischer Infertilitat versteht man das Ausbleiben einer Konzeption
als Folge von Storungen des Immunsystems im Bereich der reproduktiven Organe. Der
Hauptteil dieser Storungen ist auf das Vorliegen von Antispermatozoen-Antikdrpern
(ASA) zurlckzufihren. In der Literatur werden Haufigkeiten von ASA von bis zu 12%
bei Patienten aus Infertilitatssprechstunden angegeben [11, 93].

Die &tiologischen Faktoren bei mannlichen Fertilitdtsstorungen nach de Kretser [12]
werden in Tabelle 1 aufgezeigt.
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Tabelle 1: Atiologische Faktoren bei mannlichen Fertilitatsstorungen (nach de Kretser

[12])
Lokalisation Art der Storung Krankheitsbilder/ Beispiele
Pratestikular Endokrin Hypogonadotroper

Hypogonadismus

Testikular

Genetisch determiniert
Kongenital

Infekt-bedingt
Spermatogeneseschadigende
Faktoren

Vaskular bedingt
Idiopathisch

Klinefelter- Syndrom

Maldescensus testis

Orchitis

Genussgifte, Zytostatika, Pharmaka,
Hitze, ionisierende Strahlen

Torsion, Varikozele

Posttestikular

Obstruktion Nebenhoden

Obstruktion Vas deferens

Nebenhodenfunktionsstérung

Spermatozoen-Antikorper

Kongenital; Infektion, Trauma
Genetisch: Zystische Fibrose
Erworben: Vasektomie
Epididymale
Asthenoteratozoospermie

Nach Vasektomie, Trauma, Torsion,

Infektionen

Samendeposition

Erektile Dysfunktion

Ejakulationsstérung

Hypospadie, Phimose,

Penisdeformationen

Psychosexuell, endokrin, neurogen,

vaskuldr, pharmaka- induziert

Psychosexuell, neurogen, pharmaka-

induziert, nach lokaler Chirurgie
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1.6 Testikulare Entziindungsreaktionen und Infertilitat
Infektion und Inflammation des Reproduktionstraktes sind allgemein anerkannte

Faktoren der ménnlichen Infertilitdt und werden zu den wichtigsten Ursachen der
Infertilitdt beim Mann gezahlt [13, 14, 30, 66].

Es konnen im Hoden, trotz der besonderen Bedingungen der lokalen Immunregulation,
immunopathologische Reaktionen auftreten. Wéhrend die akuten Formen der Orchitis
bzw. Epididymo-Orchitis meist durch Schmerzen, Fieber und andere subjektive
Beschwerden der Patienten auffallen, verlaufen die chronischen Entziindungen klinisch
oft stumm. Dabei ist eine alleinige Entziindung des Hodens (Orchitis) selten, haufiger
wird sie gemeinsam mit einer Epididymitis, als Epididymo-Orchitis (Entzindung der
Hoden und Nebenhoden) beobachtet [30, 38, 61].

Testikulare Entzundungserscheinungen als eine Komplikation einer akuten Epididymitis
durch aufsteigende bakterielle Infektionen sind hdufig und kénnen bei bis zu 60% dieser
Patienten auftreten [53, 92]. In der Gruppe von Mannern unter dem 35. Lebensjahr sind
sexuell Ubertragbare Erreger, wie Chlamydia trachomatis und Neisseria gonorrhoeae
vorherrschend. Bei dlteren Mannern treten eher Harnwegsinfektionen durch E. coli in
den Vordergrund [69, 91].

Eine Orchitis kann sich im Rahmen einer systemischen, vor allem einer viralen
Infektion, entwickeln und ist die hdufigste Komplikation von Mumps bei Mannern in
der Pubertdt oder postpubertdr. Es gibt noch andere mdgliche virale Infektionen, wie
zum Beispiel: Coxsackie-Virus, Epstein-Barr-Virus oder Influenza-Viren, die mit einer
Orchitis assoziiert sein kdnnen [61, 75, 81].

Histologisch findet sich bei einer bakteriell bedingten, akuten Orchitis eine massive
Infiltration der Tubuli seminiferi und des Interstitiums mit neutrophilen Granulozyten.
Dahingegen findet man bei der viralen Orchitis multifokale perivaskulare und peri- bis
intratubuldre Infiltrate mit neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und
Makrophagen [30, 38, 81]. Der Keimepithelverband der Tubuli im Entziindungsgebiet
kann sich dabei vollstandig aufldsen und héaufig bleiben nur einzelne Spermatogonien
zwischen den erhaltenen Sertoli-Zellen Gbrig. Im Verlauf kann es zu einer
Tubulusfibrose kommen.

Subakute bzw. chronische asymptomatische Entziindungen des Hoden und deren
Folgen bleiben weiterhin unklar. Es gibt wenige Studien, welche testikuldre
Entzlindungsreaktionen bei infertilen M&nnern untersucht haben. Dabei ist von einer

hohen Rate an asymptomatisch verlaufenden und lediglich histologisch nachweisbarer
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Prozesse auszugehen [30, 38, 61, 84]. Die ermittelte Préavalenz von inflammatorischen
Infiltraten in Hodenbiopsien wird mit 4.8-16.6% angegeben [40, 45, 87]. In einer
systematischen Nachuntersuchung der Gewebeproben von asymptomatischen Patienten
mit Fertilitdtseinschrdnkungen konnte gezeigt werden, dass in tber 50% der Falle eine
testikulare Infiltration mit Lymphozyten vorlag [84]. Die Einwanderung von nicht
residenten Immunzellen in das Hodengewebe stellt eine lokale Aktivierung des
Immunsystems dar. Die einwandernden Immunzellen unterliegen hier scheinbar nicht
den Kontrollmechanismen des Immunprivilegs [34]. Hinweise dafir liefern die
Beobachtungen, dass nach akuten viralen und bakteriellen Orchitiden multifokale
lymphozytére Infiltrate zu finden sind [2, 38, 61]. Die Infiltration von Lymphozyten in
das Hodengewebe von Mannern mit Fertilitdtsstorungen ist als Imbalance der lokalen
Immunregulation zu sehen [84]. Histopathologisch konnten einzelne Lymphozyten,
jedoch auch dichte Infiltrate (peritubuldar und perivaskuldr), welche fokal oder
multifokal verteilt waren, nachgewiesen werden. Ahnlich wie in Tiermodellen fanden
sich bei Infertilitatspatienten hauptsachlich aktivierte T-Lymphozyten, vor allem CD4"-
und CD8"-T- Zellen, welche von einer erhdhten Zahl von nicht- ortsansassigen CD68"-
Makrophagen und Mastzellen begleitet wurden [19, 43, 84]. Vorherrschende
peritubuldre Lokalisation der Lymphozyten und charakteristische morphologische
Verénderungen der Tubuli seminiferi, &hnelnd der experimentellen Autoimmunorchitis
(EAO), unterstiitzen das Konzept, dass es zu einer begleitenden Aktivierung von
autoreaktiven T-Zellen kommt [80]. Bei chronischen Entziindungsreaktionen weist das
histologische Bild morphologisch Charakteristika der EAO auf [2]. In den meisten
Féllen bleiben die Leydig-Zellen erhalten, jedoch kann es bei ausgedehnten Prozessen
auch zu einer Beeintrachtigung der endokrinen Hodenfunktion kommen [1, 30]. In
friheren Studien wurde bereits auf Autoimmunreaktionen im Hoden hingewiesen [2,
40, 61, 87]. Andrada et al. [2] und Hedger [34] gehen von einer Aktivierung
autoreaktiver Lymphozyten im Rahmen einer testikuldren Entzlindungsreaktion aus
(Abb.2).
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Abbildung 2. Atiologische Faktoren und Pathogenese der chronischen, asymptomatischen
Inflammation im humanen Hoden-eine Hypothese (modifiziert von Schuppe & Meinhardt,
2005)

Es ist unwahrscheinlich, dass eine Verschlechterung der Spermatogenese durch direkte
T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat zustande kommt, sondern eher eine Dysbalance von
lokal produzierten Zytokinen hin zu einem pro-inflammatorischen Profil darstellt.
Infolgedessen scheint eine Schadigung der Sertoli-Zellfunktion und ein nachfolgender
Zusammenbruch der Blut-Hoden-Schranke ein wichtiger Faktor bei testikuléren
Entzindungsreaktionen zu sein [25]. Erhdhte Level von TNF-a und TGF-B, welche in
Hodenentziindungen gefunden wurden [37], haben einen stérenden Einfluss auf die
Anordnung der ‘tight junctions” in Sertoli-Zellen, mdglicherweise (ber eine
Herunterregulierung der Occludin-Expression [56, 85].

Infektionen und Entziindungen des Genitaltraktes gelten als mogliche Ursache fir die
Induktion von Autoantikérpern gegen Spermatozoen [6, 58]. Jedoch konnten bei
Mannern mit testikuldaren Entzindungsreaktionen und nach Mumpsorchitis nur in
wenigen Féllen erhdhte Spermatozoenantikdrper nachgewiesen werden [48, 84]. Bis
heute gibt es wenige Beweise fur eine enge Beziehung zwischen testikuldren
Entzindungsreaktionen und einer Formation von Autoantikdrpern gegen Spermatozoen
beim Menschen. Andererseits konnte Immunreaktivitit gegen testikuldre Autoantigene,
wie Hsp 70 und Disulfid-lsomerase ER-60, im Rattenserum nach EAO-Induktion
identifiziert werden [23].
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1.7 Experimentelle Autoimmunorchitis
Die experimentelle Autoimmunorchitis (EAO) der Ratte dient als Tiermodell zur

Untersuchung der pathologischen Vorgange bei testikuldren Entziindungsreaktionen
und immunologisch bedingter Infertilitat. Es basiert auf der aktiven Immunisierung mit
testikuldren Autoantigenen und passendem Adjuvans. Die EAO ist eine durch T-
Lymphozyten vermittelte Erkrankung und flhrt nach interstitieller Entzindung zu
Tubulusatrophie und Keimzellverlust [88]. Eine wichtige Rolle bei der Entstehung der
EAO spielen CD4"-T-Lymphozyten, welche die Zytokine TNF-a, IFN-y und IL-2
sezernieren [86, 97]. Bei der Ratte wurde eine humorale Beteiligung an der EAO-
Entwicklung durch den Nachweis von Autoantigenen mittels 2-D-Gel-Elektrophorese
und Western-Blot gezeigt. Hierbei konnten verschiedene Autoantigene, bei welchen es
sich unter anderem um Disulfid-Isomerase ER-60, Hitzeschockprotein 60 (Hsp60) und
70 (Hsp70) handelt, identifiziert werden [23].
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1.8 Diagnostik testikularer Entziindungen
Die Basisdiagnostik in der Fertilitdtssprechstunde beinhaltet in den meisten Féllen eine

Erhebung der Anamnese, die klinische Untersuchung, sowie gegebenenfalls die
Hormon- und Urindiagnostik, sowie mindestens zwei Spermiogramme.

Die Entziindungsdiagnostik gehort ebenfalls zum Standard in der andrologischen
Sprechstunde. Da chronische Entziindungen der Samenwege meist symptomlos fir den
Patienten verlaufen, gestaltet sich die Diagnosestellung schwierig. Neben einer erhghten
Anzahl von Entziindungszellen im Ejakulat werden zusétzliche Entziindungsmarker wie
die Granulozytenelastase, IL-6 oder IL-8 und TNF-a im Ejakulat zur Diagnostik heran
gezogen. Verschiedene Studien kommen zu dem Ergebnis, dass IL-6 und
Granulozytenelastase geeignete zusatzliche Marker zur Diagnostik von Entziindungen
des Genitaltraktes sind und eine Korrelation zwischen den Markern und den
Spermienparametern besteht [39, 51]. Insbesondere die Bestimmung der
Granulozytenelastase gilt als Erganzung zur Ermittlung der Leukozytenkonzentration
mittels Peroxidase-Reaktion im Nativpraparat, sowie sie auch zur Uberwachung einer
antientziindlichen Therapie eingesetzt wird.

Die Diagnostik der asymptomatischen testikularen Entziindungsreaktionen gestaltet sich
in der Praxis als sehr schwierig. Ohne eine Hodenbiopsie, welche einen invasiven
Eingriff darstellt, bleiben asymptomatische testikulare Entziindungsreaktionen als
Ursache oder Kofaktor fir mannliche Fertilitatsstorungen meist unerkannt. So gibt es
bisher lediglich Therapierichtlinien fur die akute Epididymitis, nicht jedoch fur die
chronischen Entzindungsprozesse im menschlichen Hoden. Bei Fertilitdtspatienten mit
asymptomatischen fokalen bis multifokalen Entziindungsreaktionen sind Tubuli mit
zumindest noch teilweise erhaltener Spermatogenese vorhanden. Bei diesen Patienten
kann nach Ausschluss systemischer oder lokaler Infektionen [92] eine
immunsuppressive oder immunmodulatorische Therapie angedacht werden. Zum
Einsatz sollten hierbei neben Glukokortikoiden auch nichtsteroidale Antiphlogistika

kommen [31].

20



1.9 Zielsetzung der Arbeit: Testikuldre Autoantigene als mogliche diagnostische
Marker der Hodenentziindung beim Mann

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Etablierung eines nicht-invasiven Verfahrens,
zumindest im Sinne pradiktiver Marker, zur Erfassung asymptomatischer testikulérer
Entzundungsreaktionen. Damit soll die Diagnostik einfacher und schneller gestaltet und
der Patient mdglichst friiher einer Therapie zugefthrt werden.

Es soll Gberprift werden, ob das identifizierte testikulare Autoantigen Protein-Disulfid-
Isomerase ER-60 als diagnostischer Marker einer asymptomatischen testikuldren
Entziindung beim Mann dienen konnte. Basierend auf den Vorarbeiten der
Forschungsgruppe ,,Reproduktionsbiologie von Prof. Dr. Meinhardt an der Justus-
Liebig-Universitat Giessen zur Charakterisierung von Auto-Antigenen sowohl bei der
tierexperimentellen Autoimmunorchitis als auch bei Patienten, bei denen durch eine
Hodenbiopsie eine testikuldare Entzindung nachgewiesen wurde, soll mit der
vorliegenden Arbeit ein ELISA zum Nachweis von Antikorpern gegen Disulfid-
Isomerase ER-60 etabliert werden, sowie Uberprift werden, ob die gelieferten
experimentellen Resultate bei einem breiten Patientenkollektiv aussagekraftig sind.
Somit sollen die Grundlagen flr eine verbesserte Diagnostik und Therapie geschaffen
werden. Ziel der Untersuchungen ist die Differenzierung von gesunden Probanden und
verschiedenen Patientenkollektiven mit Fertilitatsstorungen, um die Aussagekraft des

Tests auf Immunantworten gegentiber testikularen Autoantigenen zu validieren.

21



2 Material und Methoden

2.1. Patienten
Insgesamt wurden 142 Patienten in die Studie eingeschlossen. Bei den Teilnehmern

handelt es sich ausschlieBlich um Mé&nner zwischen 18 und 50 Jahren. Davon fungierten
21 Manner aus der andrologischen Sprechstunde als erste Kontrollgruppe (mit
bekannten Spermiogrammbefunden) und weitere 21 Probanden als zweite
Kontrollgruppe (Stichprobe mannlicher Blutspender). 17 Patienten wiesen eine
eingeschrankte Fertilitat auf (Gruppe 3) und 32 Patienten erfullten die Kriterien einer
Samenwegsentziindung (Gruppe 4). Bei 14 Patienten wurde eine testikulare Entziindung
mittels Hodenbiopsie gesichert (Gruppe 5) und weitere 18 Patienten wurden mit
entziindungshemmenden Medikamenten behandelt (Gruppe 6). Eine letzte Gruppe
bestand aus 19 Patienten der urologischen Sprechstunde mit akuter Epididymo-Orchitis
(Gruppe 7).

In der ersten Kontrollgruppe befanden sich insgesamt 21 Personen. Bei diesen Personen
handelte es sich um Manner ohne andrologisch relevante Vorerkrankungen, die in zwei
Untersuchungen reproduzierbar einen normalen Ejakulatbefund (Tab. 2, [10])
aufwiesen. Insbesondere sind, mit Hilfe der in der Routinediagnostik etablierten
Methoden, Infektionen und /oder Entziindungsreaktionen im Bereich des Genitaltrakts
ausgeschlossen worden [29, 77].

In Tabelle 2 sind die Referenzwerte eines normalen Spermiogrammbefundes

aufgelistet.
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Tabelle 2: Referenzwerte fur ein Spermiogramm nach WHO 2010 [10]

Parameter Untere Referenzgrenze
(WHO 2010)

Ejakulatvolumen (ml) 1,5(1,4-1,7)

Gesamtmotilitat (PR+NP%) 40 (38-42)

Progressive Motilitét (PR%) 32 (31-34)

Vitalitat (%) 58 (55-63)

Gesamte Spermienzahl 39 (33-46)

(10°%/ Ejakulat)

Spermienkonzentration (10°/ml) 15 (12-16)

Spermienmorphologie (Normalformen %) | 4 (3-4)

Weitere vereinbarte Normwerte

pH >7,2
Zink (umol/Ejakulat) >24
Fruktose (umol/Ejakulat) > 13
Neutrale a-Glukosidase (mU/Ejakulat) >20
Peroxidase positive Leukozyten (10°/ml) [ <1

MAR-Test (%) <50
Immunobead-Test (%) <50

In der zweiten Kontrollgruppe waren insgesamt 21 Probanden eingeschlossen. In dieser
Gruppe handelte es sich um Stichproben mannlicher Blutspender, um die
Autoantikdrperprévalenz gegen ER-60 in der allgemeinen méannlichen Bevélkerung zu

bestimmen.

Eine dritte Gruppe umfasste 17 Patienten und schloR Manner mit eingeschrankter
Fertilitdt ein, bei denen zum Untersuchungszeitpunkt keine Anhaltspunkte flr
Infektionen  oder  Entziindungen  vorlagen.  Einschlusskriterium  war eine

Spermienkonzentration unter 15 Millionen/ml.
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In der 4. Gruppe waren 32 Patienten, die auf der Basis einer Ejakulatuntersuchung die
Kriterien einer Samenwegsentzindung oder einer Samenwegsinfektion erfillten (s. Tab.
2). Die Zuteilung zu der Gruppe mit Samenwegsentziindung/-infektion erfolgte nach
folgenden Kriterien:

e Peroxidase positive Leukozyten > 1 x10°/ml

e Granulozytenelastase > 250 ng/ml und /oder

e IL-6 (pg/ml) > 30 pg/ml
Ein weiterer Bestandteil der Gruppe 4 sind Patienten, die in der mikrobiologischen
Untersuchung des Ejakulats pathologische Befunde im Sinne einer Samenwegsinfektion

aufwiesen (Ureaplasmen, Mykoplasmen, Neisserien, Enterobacter).

In der 5. Gruppe waren 14 Patienten mit histologisch gesicherter testikulérer
Entzindung. Der Ejakulatbefund der Patienten aus Gruppe 5 zeigte eine Azoospermie,
welche primér testikulédr und nicht durch obstruktive Verschlisse bedingt war. Es
wurden (multi-)fokale Biopsien beidseits zu diagnostischen, sowie therapeutischen
Zwecken entnommen und in der histologischen Aufarbeitung und immun-

histochemischen Féarbung zeigte sich eine testikulare Entztiindung [81].

Die 6. Gruppe bestand aus 18 Patienten. Bei diesen Probanden handelte es sich um
Patienten, deren erkannte testikuldre Entziindung bzw. Samenwegsentziindung im
Rahmen einer Klinisch-andrologischen Betreuung mit entziindungshemmenden

Medikamenten (z. B. Diclofenac) behandelt wurde.

In einer 7. Gruppe wurden 19 Patienten aus der urologischen Sprechstunde mit akuter

Epididymo-Orchitis einbezogen.
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Das Studienprotokoll und die zugehdrigen Dokumente wurden von der Ethik-
Kommission am Fachbereich Medizin der Justus-Liebig-Universitdt Giessen gepruft
und genehmigt (AZ:170/07).

Alle beteiligten Patienten gaben nach ausfihrlicher muandlicher und schriftlicher
Aufkléarung ihre schriftliche Einwilligung in die Teilnahme an dieser Studie. Die Proben
und Datensatze wurden anonymisiert und allesamt vertraulich und entsprechend den

Datenschutzvorschriften behandelt.
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2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

Blotting Grade Blocker (Non-Fat Dry Milk)

Bio-Rad, Miinchen

DTT

Roche, Mannheim

EDTA Merck, Darmstadt

H,SO4, 2N Roth, Karlsruhe

HEPES Sigma, Minchen

IPTG Roth, Karlsruhe

KCL Merck, Darmstadt

KOH Merck, Darmstadt

Na,CO3 Merck, Darmstadt

NaHCO3 Merck, Darmstadt

PBS (Dulbecco’s PBS 1x) PAA Laboratories GmbH, Osterreich
PMSF Sigma, Minchen

Streptavidin-HRP-Konjugat

Amersham Biosciences, GroRbritannien

TMB (BD OptEIA™ - Substrate Reagent Set )

BD Biosciences, Heidelberg

Tween®20

(Polyoxyethylen-20-sorbitanmonolaurat)

Roth, Karlsruhe

2.2.2 Antigene, Antikérper und Enzyme

Antigen

Rekombinantes ER-60

Bereitstellung s. Kapitel 2.3.2
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Tabelle 3: Antikdrper und Enzyme

Konzentration

Antikorper/ Enzyme Firma (mg/ml) Verdinnung

Monoklonaler Antikérper, 1,0 (s. Tab. 4)

Mouse Anti-Endoplasmic

Reticulum Protein 57 Stressgen

(ERp57) Bioreagents, USA

Biotin-SP-AffiniPure Goat 1,0 1:50.000

Anti-Human IgG, Fcy in Blocklésung

Fragment Specific Dianova, Hamburg

Anti- mouse 1gG biotinylated | GE Healthcare, 1,0 1:4000

(whole antibody from goat) | GroR3britannien in Blocklésung

Streptavidin- Horseradish Amersham 1:4000

Peroxidase Conjugate Biosciences, in Waschpuffer
Grol3britannien

2.2.3 Puffer und Ldsungen

Blockldsung:

2% Magermilchpulver in PBS

Carbonatpuffer (0,1M):

Natriumhydrogencarbonat NaHCO; 8,40 g/l

Natriumcarbonat Na,CO, 3,56 g/l

(Die Reagenzien wurden in einem Liter Aqua dest. gelost und auf einen pH-Wert von 9,5

eingestellt.)

PBS:

wurde gebrauchsfertig von PAA Laboratories GmbH bezogen

Stoppldsung:
Schwefelsdure (2N H,SO,)
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Waschpuffer

0,05 % Tween 20 in PBS

2.2.4 Verdunnungsreihen

Fir die Serenverdinnungsreihe und Standardverdiinnungsreihe sind unter Tabelle 4 und

5 die jeweiligen Pipettierschemata abgebildet.

Tabelle 4: Pipettierschema der Serenverdinnungsreihe

Probengefaf Faktor Serum (pl) Blocklosung (ul)
1 unverdinnt 200 0

2 1:2 125 125

3 1:5 50 200

4 1:10 25 225

5 1:50 5 245

6 1:100 2,5 247,5

7 1:500 0,5 249,5

8 1:1000 0,25 249,75
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Tabelle 5: Pipettierschema der Standardverdiinnungsreihe

Mouse Anti-ER-60
Probengefaf Faktor Konzentration (ng/ml)
1 1:10.000 100
2 1:20.000 50
3 1:40.000 25
4 1:80.000 12,5
5 1:160.000 6,25
6 1:320.000 3,125
7 1:640.000 1,5625
8 Leerwert (nur Blocklésung) 0

2.2.5 Spezielle Verbrauchsmaterialien
Eppendorf Research plus Pipetten

8-Kanalpipette

Serum-Monovetten

Tubes (2 ml, 10ml, 20ml)

96 Well Immuno Module Platten MediSorp

2.2.6 Geréte
M52 Minishaker (Vortexer)

VersaMax ELISA Microplate Reader
Kihlschrank

Tischzentrifuge Biofuge Fresco
VersaMax ELISA Microplate Reader
Anionenaustauschersaule Mono Q HR

GroRenaustauschersaule Superdex 200 HR

2.2.7 Software

GraphPad Prism 4.0
Microsoft Excel 2003
SoftMax Pro
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Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Nunc, Wiesbaden

IKA Works Inc, USA
Molecular Devices, USA
Liebherr, Schweiz
Heraeus, Hanau

Molecular Devices, USA
GE Healthcare, Freiburg
GE Healthcare, Freiburg

GraphPad Software Inc., USA
Microsoft Corporation, USA
Molecular Devices, USA




2.3 Methoden
2.3.1 Gewinnung der Serumproben
Um intra- und interindividuell vergleichbare Versuchsbedingungen zu gewahrleisten
wurden folgende Kriterien bei der Probenentnahme bzw. Probenverarbeitung
eingehalten:

e Verwendung eines Blutentnahmesystems (Serum-Monovetten)

e einheitliche Zentrifugationsbedingungen (10 Minuten bei 4000 rpm)

e Abtrennen des Uberstandes (Serum) und einfrieren der Proben bei —20°C in

Aliquots a 500ul
e Vermeidung des erneuten Einfrierens und Wiederverwendens bereits aufgetauter

Proben

2.3.2 Bereitstellung von ER-60
Rekombinantes, in E.coli exprimiertes Protein Disulfid Isomerase ER-60 (Synonyme:

ERp57, p58) wurde bereitgestellt. Dies erfolgte aus einem Expressionsklon pET21a, der
die DNA-Sequenz von humanem ER-60 trégt (pET-hER-60-Expressionsklon) wie
beschrieben in Urade et al. [89]. Das Protein wird exprimiert, in E.coli BL21 (DE3),
nach dem Protokoll von Urade et al. [89] und aufgereinigt mittels HPLC.

Dazu wurde das Expressionsplasmid pET21-hERG60 in E.coli BL21 (DE3) transformiert
und unter geeigneten Bedingungen kultiviert (in Anwesenheit von Ampicillin
(500pg/ml) in 400ml LB-Medium (1% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 1% NaCl; pH 7.0)
bei 30°C). Die Proteinexpression wurde mit 0.5mM iso-propyl-1-thio-f-D-
Galactopyranosid (IPTG) bei 30°C dber 2h induziert. AnschlieBend wurde die
bakterielle Kultur geerntet und das Pellet unter geeigneten Bedingungen aufgenommen
und prazipitiert, in 10ml Puffer A (20mM HEPES- KOH [pH 6.8], 50mM KCL, 5mM
EDTA [pH 8.0], ImM PMSF) resuspendiert und mit Ultraschall behandelt. Das
Zelllysat wurde 30 min bei 4°C bei 5000 x g abzentrifugiert und der Uberstand mit 70%
saturiertem Ammoniumsulfat 30 min bei 4°C prazipitiert. Das Proteinpellet wurde dann
in 500ul modifiziertem Puffer A (20mM HEPES- KOH [pH 6.8], 50mM KCI, 5mM
EDTA [pH 8.0], ImM DTT) resuspendiert und mittels Gelfiltration (Superdex 200 HR)
in der HPLC gereinigt. In einem alternativen Schritt wurden die Fraktionen, die hER-60
beinhalteten, zusatzlich auf einer Mono Q S&ule in 10ml modifiziertem Puffer A
aufgereinigt. Proteine, welche an die Sdulenmatrix gebunden hatten, wurden in Puffer B
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(20mM HEPES-KOH [pH 6.8], 1M KCL, 5mM EDTA [pH 8.0], 1mM DTT) eluiert.
Die Proteinreinheit wurde in einem SDS-PAGE-Gel und mit Western- Blot mit

monoklonalem Maus anti-Erp57/ER-60-Antikorper (s. Tab. 3) Gberprift.

2.3.3 Testprinzip ELISA (Enzyme- linked Immunosorbent Assay)
1967 gelang es Nakane und Pierce erstmals Enzyme zur Markierung in der

Immunhistochemie zu verwenden [65]. Nur wenige Jahre spéter entwickelten Engvall
und Perlmann ein Verfahren, welches eine enzymatische Markierung von Antikdrpern
mit deren Immobilisation auf Oberflachen kombinierte. So etablierten sie den ersten
ELISA [22]. Durch die einfache Durchfiihrbarkeit mit hoher Selektivitdt und
Sensitivitat entwickelte sich der ELISA sehr schnell zu einem Standardverfahren.

Ein ELISA ist ein immunologisches Verfahren zum Nachweis von Proteinen. Mit
diesem Testverfahren kann in kurzer Zeit eine hohe Anzahl von Proben untersucht
werden und so wird dieses Verfahren im klinischen Alltag hdufig als
Screeningverfahren (z.B. fir HIV) eingesetzt [99].

Es handelt sich um einen Festphasen-Enzymimmunoassay. Hierbei wird ein
Markermolekul (Enzym) an Antigen oder Antikdrper gebunden. Durch Zugabe des
entsprechenden Substrats wird die Antigen-Antikorper-Reaktion durch einen
Farbumschlag sichtbar gemacht. Dieses Signal kann tiber eine photometrische Messung
detektiert und quantifiziert werden. Es gibt unterschiedliche ELISA-Techniken, wobei
man kompetitive und nichtkompetitive sowie direkte und indirekte Assays

unterscheiden kann.

2.3.3.1 Direkte und indirekte Assays
Bei einem direkten Assay ist der spezifische Antikorper bereits direkt mit einem Enzym

markiert und bindet an das Antigen (s. Abb 3A). Es sind weniger Inkubationsschritte
notig und das Auftreten von unspezifischen Bindungen kann herabgesetzt werden Im
Gegensatz dazu ist bei einem indirekten Assay ein enzymmarkierter zweiter Antikorper
(Anti-Antikorper) notwendig, welcher gegen den spezifischen Antikdrper gerichtet ist
(s. Abb. 3B). Ein Vorteil des indirekten Assays ist, dass pro gebundenem
Primé&rantikdrper mehrere enzymmarkierte Sekundarantikérper binden kénnen und es so

zu einer Signalverstarkung kommt.
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A B

Abbildung 3. ELISA: Direkter (A) und indirekter (B) Nachweis von Antigenen (Ag)
A) Der Primarantikorper, der an das Antigen bindet, ist direkt mit Enzym (E) markiert

B) Der enzymmarkierte Sekundarantikorper bindet an den konstanten Teil des

Priméarantikoérpers

2.3.3.2 Kompetitive und nichtkompetitive Assays
Eine weitere Unterscheidung kann zwischen kompetitiven und nichtkompetitiven

ELISA getroffen werden. Bei einem kompetitiven Assay tritt der Analyt (Antigen oder
Antikorper) aus der zu messenden Probe in Konkurrenz zu dem Antigen, welches in
bekannter Konzentration zugegeben wurde. Dabei kann entweder das Antigen oder der
Antikorper an die ELISA-Platte gebunden sein (s. Abb. 4). Hierbei ist das gemessene
Signal direkt proportional zur Menge an gebundenem Enzym und umgekehrt
proportional zur Menge an Antigen aus der Probe.

A B

Abbildung 4. ELISA: Kompetitive Assays
A) Enzymmarkiertes Antigen und Analyt konkurrieren um die Bindung an den

spezifischen Antikorper
B) Das gebundene Antigen konkurriert mit dem Analyt um den enzymmarkierten
spezifischen Antikorper
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Bei den nichtkompetitiven Assays unterscheidet man zwischen dem antibody capture
assay und dem Sandwich-Immuno Assay (Doppel Antikérper-Methode). Eine héufig
verwendete ELISA-Technik ist der Sandwich-ELISA. Dabei werden Mikrotiterplatten
mit einem gegen das gesuchte Antigen gerichteten Antikorper (Fangerantikorper)
beschichtet. Nach Zugabe des Antigens (aus der Probe) und eines zweiten,
enzymgekoppelten Antikorpers (Detektionsantikrper), welcher an das Antigen bindet,
wird ein geeignetes Substrat, welches durch das gekoppelte Enzym umgesetzt wird,
zugegeben. Es kommt anschlieBend zu einem Farbumschlag. Die Intensitat der
Farbreaktion ist dabei proportional zur Menge des gebundenen Enzyms und somit auch

zur Konzentration des zu bestimmenden Antigens in den Proben (s. Abb. 5).

Abbildung 5. Prinzip eines Sandwich- ELISA: Das Antigen befindet sich zwischen zwei
spezifischen Antikdrpern

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, einen ELISA zum Nachweis und zur
Quantifizierung von ER-60-spezifischen Antikdrpern im Serum zu etablieren. Als
geeignetes Testverfahren haben wir uns fiir den nichtkompetitiven Assay entschieden.
Bei den nichtkompetitiven Verfahren muss das Antigen zuerst hergestellt und dann an
die Testplatte gebunden werden; dies ist eine experimentell aufwendigere Methode. Des
Weiteren gehort der von uns entwickelte ELISA zu den indirekten Assays. Die Vorteile
dieser Methode sind unter anderem die oben beschriebene Signalverstarkung. Bei dieser
Variante wird zuerst das Antigen an eine feste Phase (ELISA-Platte) gekoppelt und
anschlieRend die Probe aufgetragen, in der die zu bestimmenden Antikorper enthalten

sind. Nach Inkubation folgt ein Waschschritt, und ein enzymmarkierter
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Sekundéarantikdrper wird hinzugegeben, der an dem konstanten Teil der gebundenen
Erstantikorper bindet (s. Abb. 6). Es folgt ein erneuter Waschschritt und das
Enzymsubstrat, welches fiir die Quantifizierung notwendig ist, wird zugegeben. Es

kommt zu einem Farbumschlag, welcher anschlieBend photometrisch gemessen wird.
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<3 1. Beschichtung der ELISA-Platte mit Antigen (Ag)
G

COBRCY

@®
2. Antigen bindet an ELISA- Platte und nicht gebundenes
Antigen wird in einem ersten Waschschritt entfernt

Ag A
3. Blockierlésung wird hinzugegeben und ein weiterer
Waschschritt folgt

4. Die Probe (Serum), mit den zu detektierenden Antikorpern

\ A wird zugegeben

5. Die Antikdrper und haben an das Antigen gebunden und
A uberschiissige Antikorper werden durch einen erneuten
| Waschschritt entfernt

6. Es folgt die Zugabe des enzymmarkierten Antikorpers und
anschlieBend ein weiterer Waschschritt

L
% % 7. Das geeignete Substrat wird zugefugt und ein
A A Farbumschlag wird sichtbar

.

Abbildung 6. Prinzip und Versuchsablauf eines nichtkompetitiven ELISA
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2.3.4 Etablierung eines ELISA
Das Testprinzip des ELISA stellt ein schnell durchfiihrbares, spezifisches und sehr

sensitives diagnostisches Verfahren dar.

Der erste Schritt war die Beschichtung der 96-Well-Mikrotiterplatte (MediSorp) mit
dem Antigen (rekombinantes ER-60). Das Antigen wurde zuvor in einer Konzentration
von 2,5ug/ml in einem Carbonatpuffer (pH 9.5) geldst. In Vorversuchen wurden
verschiedene Beschichtungskonzentrationen des Antigens ausgetestet und eine
Beschichtungskonzentration von 2,5ug/ml rekombinanten ER-60 in Carbonatpuffer
selektiert (s. Kapitel 3.2.1, Abb. 11). Jeweils 100ul der Antigenlésung wurden in die
einzelnen Vertiefungen der ELISA-Platte gegeben und Uber Nacht bei 4°C im
Kihlschrank inkubiert.

Am zweiten Tag des Versuchsablaufs wurde der Inhalt der Wells abgeschiittet und der
Rest der Flussigkeit durch mehrmaliges Ausklopfen auf saugféhigem Papier entfernt. Es
folgte ein erster Waschschritt, welcher dreimaliges Spiilen der Wells mit jeweils 250ul
Waschpuffer und anschlielendes kraftiges Ausklopfen der ELISA-Platte beinhaltete.
Nach der Beschichtung der ELISA-Platte mit dem Antigen-Carbonatpuffer-Gemisch,
kann es noch Bereiche auf der Platte geben, die weiteres Protein binden kénnten. Um
die spatere unspezifische Bindung von Proteinen an diese freien Stellen und damit eine
Erh6hung des Hintergrundsignals zu verhindern, wurde die ELISA-Platte mit einer
Blocklosung (Zusammensetzung s. Kap. 2.2.3) behandelt. Dazu wurden 200ul
Blocklosung in jedes Well gegeben und fiir zweieinhalb Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Platte erneut ausgeklopft und es folgte die Zugabe der
Serenverdiinnungsreihe bzw. der Standardverdinnungsreihe (s. Tabelle 4 bzw. 5) in
Blocklosung mit 100ul/ Well fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Proben wurden
unverdiinnt und in verschiedenen Verdiunnungen (s. Tabelle 4) auf die ELISA-Platte
aufgetragen. Abbildung 7 zeigt die Plattenbelegung einer 96-Well-ELISA-Platte mit
Serumproben, Standard und Leerwerten. Zur Herstellung der Standard-
verdunnungsreine wurden zuerst in einem Eppendorf-Gefa® 500ul Standard
(Konzentration: 1mg/ml) in Blockldsung in einer Verdiinnung von 1:10.000 hergestellt
und auf dem Vortexer gut durchgemischt. Dann wurden 250ul dieses Gemischs
abpipettiert und in das nachste Eppendorf- GefaR3, in welchem schon 250ul Blockldsung
vorgelegt waren, umpipettiert. Auch dieser Ansatz wurde gut durchgemischt und der
beschriebene VVorgang wurde bis zu einer Konzentration des Standards von 1,5625ng/ml
bzw. bis zu einer Verdiunnung von 1:640.000 wiederholt (s. Abb. 8). Dabei wurde jede
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Probe und auch der Standard doppelt auf die ELISA-Platte aufgetragen. Im nédchsten
Arbeitsschritt wurde der schon beschriebene Waschvorgang ein zweites Mal wiederholt.
Anschlielend folgte die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper in Blockldsung.
Hierbei wurde fiir die Serumproben Biotin-SP-AffiniPure Goat Anti-Human IgG und
fur die Standardreihe Goat Anti-Mouse 1gG verwendet (Verdunnung s. Kap. 2.2.4) und
mit jeweils 100ul/ Well fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
erfolgte ein dritter Waschschritt mit erneutem dreimaligem Waschen und Ausklopfen
der ELISA- Platte. Danach wurde die Platte mit Streptavidin-HRP-Konjugat (s. Kap.
2.2.4) im Waschpuffer (je 100ul/Well) fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Es folgte ein fiinfmaliges Waschen und Trockenschlagen der ELISA-Platte. Daraufhin
wurde Tetramethylbenzidin (TMB), je 100ul/Well, welches schon 15 Minuten vorher
angesetzt wurde, hinzugegeben. Die Inkubation mit TMB erfolgte fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur und in Dunkelheit. Hiernach folgte die Zugabe von 50ul Stopplésung
(Schwefelséure), welche die Férbereaktion stoppte.

Die Messung der Extinktion in den einzelnen Kavitaten der Mikrotiterplatte erfolgte mit
dem VersaMax ELISA Microplate Reader bei einer Wellenldnge von 450nm und
570nm. Die zusétzliche Messung mit 570nm als Referenzwellenlédnge gleicht die
optische Ungenauigkeit der Platte aus. Die Intensitdat der Farbreaktion bzw. die
Extinktion ist hierbei proportional zur Konzentration des zu analysierenden Proteins.
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Abbildung 7. Plattenbelegung der 96-Well-ELISA-Platte. Auf einer Platte finden sich

Standardreihe, Proben und Leerwert.
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Abbildung 8. Schema Herstellung Standardverdiinnungsreihe

2.3.4.1 Protokoll des etablierten ER-60-ELISA
1. Tag

Beschichtung der ELISA-Platte mit Antigen (rekombinantes ER-60) in einer
Konzentration von 2,5ug/ml in Carbonatpuffer mit jeweils 1200ul/Well, bei +4°C
im Kihlschrank, tber Nacht

2. Tag

l.

1.
Il.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.

XI.

Erster Waschschritt

Inkubation mit Blockldsung fiir 2,5 h bei RT

Inkubation mit Seren bzw. Standard in Blocklosung fiir 1h bei RT
Zweiter Waschschritt

Inkubation mit zweitem Antikorper in Blockldsung fir 1h bei RT

Dritter Waschschritt

Inkubation mit Streptavidin-HRP-Konjugat im Waschpuffer fur 20 min bei RT
Vierter Waschschritt

Inkubation mit TMB (Substrat) fur 20 min bei RT, in Dunkelheit

Zugabe der Stoppldsung

Messung der Extinktion bei einer Wellenldange von 450nm und 570nm im
ELISA-Reader
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2.3.4.2 Standardkurve und Berechnung der Testergebnisse
Die Auswertung der Platte konnte mit dem Programm Microsoft Excel (2003) erstellt

werden.

Bei jeder ELISA-Platte wurde eine Standardverdinnungsreihe gemald den bereits oben
aufgefuhrten Angaben inkubiert. Die Umrechnungen der Extinktionen in die
Absolutwerte (Konzentration) erfolgte anhand der Standardkurven der jeweiligen
ELISA- Platte.

Nachdem alle 96 Wells einer Platte bei 450nm und 570nm (Referenzwellenlédnge)
gemessen wurden, konnten aus den Doppelbestimmungen die Mittelwerte errechnet
werden. Die gebildeten Mittelwerte der Messungen mit der Referenzwellenlédnge
wurden von den Mittelwerten der Messungen bei 450 nm subtrahiert. So erhielt man die
korrigierten Absorptionswerte (Mittelwerte nach Wellenldngenkorrektur) von Leerwert,
Standards und Proben.

Die ermittelten und logarithmierten Absorptionen der Standards (y) wurden gegen den
Logarithmus (log10) der Standard- Konzentrationen in ng/ml aufgetragen (x-Achse).
Aus diesen Werten wurde daraufhin eine Regressionsgerade (y = m x + b) berechnet.
Unter Verwendung dieser Regressionsgeraden der Standardkurve (s. Abb. 9) konnte
anschlielend die Antikdrperkonzentration (ng/ml) fur jede getestete Serumprobe
anhand des OD-Wertes der jeweiligen Probe errechnet werden. In der Abbildung 2.7
betrug die Regressionsgerade: y= 5,995x - 0,9769. Die Streuung der Standardkurve
(lineare Regression) ergab R*= 0,993.

0,4
0,2

0 ‘ ‘ ‘ /
020 0,5 / 2 2|5
-0,4

00 /
-0,8

log10 OD- Standardmittelwerte

-1,2
log10 Konzentration (ng/ml)

Abbildung 9. Beispiel einer Standardkurve mit Regressionsgeraden zur Ermittlung der
Konzentrationen aus gemessenen OD-Werten des ER-60-ELISA
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2.3.5 Statistik
Die graphische Darstellung und statistische Auswertung der Messwerte erfolgte mit den

Programmen GraphPad Prism® 4.0 und Microsoft Excel® 2003. Zu Beginn der
statistischen Analyse wurden alle Mittelwerte der einzelnen Patientengruppen
berechnet. Als erster statistischer Test wurde als one-way ANOVA (Analysis of
variance) der Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt. Dies ist ein nicht-parametrischer
statistischer Test zum Vergleich der Mittelwerte von > 2 unabhdngigen Stichproben
(Gruppen). Er sollte tberprifen, ob die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sich
signifikant unterscheiden. Er wurde gewahlt, da die Werte in den Gruppen nicht alle
normalverteilt waren. AnschlieBend wurde als Post- Test der Dunn's Multiple
Comparison Test durchgefihrt. Dieser Test dient dem Gruppenvergleich und vergleicht

die Rangsummen von zwei Gruppen.

Die Signifikanzniveaus wurden folgendermafen festgelegt:

p>005 = |ns.
p<0,05 = | *
p<0,01 = |**
P<0,001= |***
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3 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Daten von insgesamt 142 Patienten ausgewertet.
Die gesammelten und ausgewerteten Serumproben stammten hierbei aus
unterschiedlichen Kliniken bzw. Instituten des Universitatsklinikums Giel’en und
Marburg, Standort GieRBen (Klinik und Poliklinik fir Urologie, Kinderurologie und
Andrologie und Zentrum fir Transfusionsmedizin und H&motherapie) und des
Universitatsklinikums der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn (Klinik
und Poliklinik fir Dermatologie, Sektion Andrologie). Die experimentellen
Untersuchungen wurden in dem Labor der Forschungsgruppe ,,Reproduktionsbiologie®
(Leiter Prof. Dr. Meinhardt) am Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Justus-

Liebig-Universitat Gieen durchgefihrt.

3.1 Patienten- und Gruppendaten

3.1.1 Klinische Daten der untersuchten Probanden- und Patientengruppen
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sieben verschiedene Patientengruppen
gebildet und deren Seren untersucht. In Tabelle 6 findet sich die Zuordnung der

jeweiligen Gruppennummer.

Tabelle 6: Ubersicht tber die Probanden- und Patientengruppen

Gruppe Bedeutung

Kontrollgruppe (Normozoosperme Manner aus andrologischer

Sprechstunde)

Kontrollgruppe (Blutspender mit unbekanntem Fertilitatsstatus)

Patienten mit eingeschrénkter Fertilitat

Patienten mit Samenwegsentziindung/ Samenwegsinfektion

Patienten mit testikularer Entziindung (Hodenbiopsie)

Patienten nach antientzlindlicher Therapie

~N| O O B~ W N|

Patienten mit akuter, symptomatischer Epididymo-Orchitis

Die Probanden aus Gruppe 1 stellten eine Kontrollgruppe dar. Es handelt sich um
Patienten, die sich in der andrologischen bzw. Infertilitats-Sprechstunde von Prof. Dr.
Schuppe (Klinik und Poliklinik fir Urologie, Kinderurologie und Andrologie,
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Universitatsklinikum GielRen) vorstellten. In diese Gruppe wurden nur Manner ohne
andrologisch relevante Vorerkrankungen eingeschlossen, die in zwei Untersuchungen
reproduzierbar einen normalen Ejakulatbefund (s. Tab. 2) aufwiesen. Insbesondere sind,
mit Hilfe der in der Routinediagnostik etablierten Methoden, Infektionen und /oder
Entzlindungsreaktionen im Bereich des Genitaltrakts ausgeschlossen worden.

Die Gruppe 2 stellt ebenfalls eine Kontrollgruppe dar, jedoch handelt es sich nicht um
Patienten, sondern um freiwillige mannliche Blutspender (aus dem Zentrum fir
Transfusionsmedizin und Héamotherapie der Universitatsklinik Giellen). Aus dieser
Gruppe war lediglich das Geburtsdatum bekannt. Es sollte hier durch Stichproben von
Blutspendern die Prdvalenz ER-60-spezifischer Autoantikdrper in der allgemeinen

mannlichen Bevélkerung bestimmt werden.

In Gruppe 3 wurden Manner mit eingeschrankter Fertilitdt eingeschlossen. Ein
Einschlusskriterium war eine Spermienkonzentration unter 15 Millionen/ml und es
durften zum Untersuchungszeitpunkt mit der in der Routinediagnostik etablierten
Methodik keine Anhaltspunkte fir Infektionen oder Entziindungen vorliegen. In dieser
Gruppe finden sich Patienten aus der andrologischen bzw. Infertilitats-Sprechstunde
von Prof. Dr. Schuppe.

Die Patienten der Gruppe 4 stammten aus der andrologischen Sprechstunde in Giel3en
und der Klinik fiir Dermatologie, Sektion Andrologie (Universitatsklinikum Bonn) und
erfullten die Kriterien einer Samenwegsentzindung und/oder einer Samenwegsinfektion

(Kriterien s. Kap. 2.1), welche durch eine Ejakulatuntersuchung festgestellt wurde.

Gruppe 5 umfasste Patienten mit Azoospermie, bei denen aufgrund einer
durchgefuhrten Hodenbiopsie, die Diagnose einer testikuldaren Entziindung gestellt
wurde. Die Patienten gehdrten, wie in Gruppe 4, zu dem Patientengut der Klinik fir
Urologie und Andrologie (Universitatsklinikum GieRen) und der Kilinik fir
Dermatologie, Sektion Andrologie (Universitatsklinikum Bonn).

Gruppe 6 bestand aus Patienten der andrologischen Sprechstunde der Klinik fir
Dermatologie, Sektion Andrologie (Universitatsklinikum Bonn). Die eingeschlossenen

Manner hatten eine diagnostizierte testikuldre Entziindung bzw. Samenwegsentziindung
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und wurden im Rahmen ihrer klinisch-andrologischen  Betreuung  mit

entziindungshemmenden Medikamenten (Nichtsteroidale- Antiphlogistika) behandelt.

In Gruppe 7 sind Patienten aus der Akutsprechstunde der Klinik fur Urologie und
Andrologie (Universitatsklinikum Giel3en) aufgenommen, welche an einer akuten und
symptomatischen Epididymo-Orchitis erkrankt waren.

3.1.2 Anzahl und Alter in den Patientengruppen
Insgesamt wurden die Serumproben von 142 Probanden und Patienten untersucht.

Dabei befanden sich 21 Maénner in Gruppe 1 (Kontrollgruppe mit bekannten
Spermiogrammbefunden) und weitere 21 Probanden als Kontrollgruppe 2 (Stichprobe
mannlicher Blutspender mit unbekanntem Fertilitatsstatus). 17 Patienten wiesen eine
eingeschrankte Fertilitat (Gruppe 3) auf und 32 Patienten erfullten die Kriterien einer
Samenwegsentzindung/infektion (Gruppe 4). Weitere 14 Patienten wiesen eine
testikulare Entzundung auf, welche mittels Hodenbiopsie gesichert war (Gruppe 5) und
18 Patienten wurden bei einer Samenwegsentziindung mit entzindungshemmenden
Medikamenten (Gruppe 6) behandelt. Eine siebte Gruppe bestand aus 19 Patienten aus
der urologischen Sprechstunde mit akuter Epididymo- Orchitis (Gruppe 7).

Es wurden nur Serumproben von ménnlichen Patienten in die Messungen einbezogen.
Das Patientenalter lag in den Gruppen 1-6 zwischen 18 und 50 Jahren (s. Tabelle 7). Die
Patienten aus Gruppe 7 (uberschritten teilweise die Altersgrenze von 50 Jahren,
abweichend vom initialem Studienprotokoll. Das Alter der Studienpopulation lag im
Mittelwert bei 38,4 Jahren.
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Tabelle 7: Anzahl und Alter der Patienten in den unterschiedlichen Gruppen

Anzahl Patienten Alter (Jahre) Mittelwert Minimum-

(n) Maximum
Gruppe 1 21 34,5 25-47
Gruppe 2 21 33,1 18-50
Gruppe 3 17 35,7 22-48
Gruppe 4 32 374 25-50
Gruppe 5 14 35 29-43
Gruppe 6 18 394 30-50
Gruppe 7 19 51,8 18-83
Gruppe 1-6 123 37,5 18-50
Gesamt 142 38,4 18-83

3.1.3 Patientencharakteristika

In den verschiedenen Gruppen von Patienten, welche die Infertilitdtssprechstunde
besuchten, wurde auch das Alter der Partnerin und die Dauer des Kinderwunsches des
Paares untersucht. Tabelle 8 gibt eine Ubersicht dariiber. Es finden sich zwar

Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen, jedoch ist dieser statistisch nicht

signifikant (p> 0,05).

Tabelle 8: Dauer des Kinderwunsches und Alter der Partnerin der Patienten in der
Infertilitatssprechstunde in den verschiedenen Gruppen

Dauer Minimum- | Alter der Minimum-

Kinderwunsch Maximum | Partnerin Maximum

(Jahre) Mittelwert (Jahre)

Mittelwert

Kontrollgruppe 1 2,1 0,5-7 31,4 21-40
Gruppe 3 2,2 0,5-10 33,9 26-41
Gruppe 4 2,7 0,5-8 34,3 23-41
Gruppe 5 15 1-6 29,0 26-36
Gruppe 6 2,4 0,5-8 33,3 25-41
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Jeder Patient, welcher sich in der Infertilitatssprechstunde vorstellte, wurde korperlich
untersucht, hierbei wurde auch das Hodenvolumen bestimmt. Tabelle 9 gibt die
Hodenvolumina in den einzelnen Gruppen wieder. Ebenfalls ergeben sich hier
Unterschiede der Mittelwerte in den Gruppen, welche jedoch statistisch nicht signifikant
sind. Gruppe 5 (Patienten mit Azoospermie und testikulérer Entziindung) weist mit
einem Mittelwert des Hodenvolumens links von 12,1ml und rechts von 10,4ml jedoch
ein erheblich niedrigeres Hodenvolumen im Vergleich zu den anderen Gruppen. Die
FSH-Werte (Mittelwerte) liegen in Gruppe 1 bei 4,4mU/ml, in Gruppe 3 bei 6,1mU/ml,
in Gruppe 4 bei 6,2mU/ml, und in Gruppe 5 bei 15,5mU/ml. Somit liegt nur der
Mittelwert der Gruppe 5 oberhalb der Normwerte (2-10mU/ml) fiir FSH.

Tabelle 9: Mittelwerte der Hodenvolumina (ml) in den verschiedenen Gruppen

Hodenvolumen (Mittelwerte in ml)
Linker Hoden | Minimum- Rechter Minimum-
Maximum Hoden Maximum
Kontrollgruppe 17,7 13-24 16,4 12-23
Gruppe 3 13,6 7-26 13,3 7-24
Gruppe 4 16,5 9-22 16,0 8-21
Gruppe 5 12,1 5-20 10,4 5-18

Ein weiterer Vergleich zwischen den Gruppen konnte auch im Bezug auf die
Spermienkonzentration und die Spermiengesamtzahl im Ejakulat gezogen werden.
Tabelle 10 gibt die Werte der einzelnen Gruppen wieder. Hier weist Gruppe 5 die
niedrigsten Werte, sowohl in der Spermienkonzentration, als auch in der

Spermiengesamtzahl auf.
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Tabelle 10: Vergleich der Mittelwerte der Spermienkonzentration (Mio./ml) und der
Mittelwerte der Spermiengesamtzahl (Mio.) im Ejakulat der unterschiedlichen Gruppen

Spermien- Minimum | Spermien- Minimum

konzentration - gesamtzahl -

(Mio./ml) Maximum | (Mio.) Maximum
Kontrollgruppe 1 104,6 20-375 356 61-1242
Gruppe 3 4,7 0,1-13,5 10,6 10,4-29,7
Gruppe 4 32,6 0,31-160 118,1 1,5-880
Gruppe 5 0,9 0-8,6 0,8 0-8,6
Gruppe 6 23,1 0,8-100 78,2 0,4-360

StandardmaRig wird bei der Untersuchung des Ejakulats auch die polymorphkernige
Leukozyten (PMN)-Elastasekonzentration im Seminalplasma bestimmt. Tabelle 11 gibt
die Werte der PMN-
Elastasekonzentration im Serum liegt < 250ng/ml. Die Kontrollgruppe weist hierbei die

verschiedenen Gruppen wieder. Der Normwert der

niedrigsten Werte auf und die Gruppe 4 (Patienten mit Samenwegsinfektion und/oder
Samenwegsentziindung) liefert die htchsten Werte.

Tabelle 11: PMN-Elastasekonzentration im Ejakulat (Mittelwerte) der verschiedenen
Gruppen

PMN-Elastasekonzentration Mittelwert
(ng/ml)
Kontrollgruppe 1 59,4
Gruppe 3 118,8
Gruppe 4 421,0
Gruppe 5 170,3
Gruppe 6 110,8

In den Gruppen wurden auch die verschiedenen Nebendiagnosen festgehalten (s. Abb.
10). Hier konnten nur die Nebendiagnosen der Gruppen 1, 3, 4, 5 und 6 (n=102)
angegeben werden, da in den anderen Gruppen keine weiteren Daten bekannt sind. In
Gruppe 6 (Patienten mit diagnostizierter testikularer Entziindung bzw.
Samenwegsentzindung, welche im Rahmen ihrer klinisch-andrologischen Betreuung

mit entziindungshemmenden Medikamenten behandelt wurden) wurden unter der
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Nebendiagnose Z.n. Samenwegsinfektion/-entziindung nicht die aktuell behandelte,
sondern friihere in der Anamnese erhobene Befunde beriucksichtigt. Am h&ufigsten
(27%) findet sich die Nebendiagnose Varikozele Grad 1 (hdmodynamisch nicht
relevant) und am zweithdufigsten findet sich unter den Nebendiagnosen der Zustand

nach (Z.n.) Maldescensus testis.

W Varikozele Grad 1
(Hamodynamisch nicht relevant)

0 5% W Varikozele Grad 2/3
(Hamodynamisch relevant)

| 7%
O Z.n. Maldescensus testes

B 7% O Z.n. Samenwegsinfektion/entziindung

M| Persistierender Pendelhoden

017% B Z.n. Varikozelenbehandlung

O Hodenparenchymzyste

0 20%

O Z.n. unkomplizierter Mumpsinfektion

Abbildung 10. Kreisdiagramm mit Darstellung der Nebendiagnosen (prozentualer Anteil)
der Patienten der unterschiedlichen Gruppen
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3.2 Etablierung eines ELISA
In Vorarbeiten und Vorversuchen waren in der AG Prof. Meinhardt schon einige

Schritte zur Etablierung des ELISA gemacht worden. Beispielsweise war es nicht nétig,
verschiedene ELISA-Platten oder Sekundérantikérper auszutesten. Jedoch mussten
Schritte des Versuchsablaufs (s. Kap. 3.2.1 -3.2.3) zur Etablierung und Optimierung des
ELISA zum Nachweis von Antikdrpern gegen Disulfid-Isomerase ER-60 ausgewahlt

und getestet werden.

3.2.1 Auswahl der Beschichtungskonzentration
Zu Beginn der Versuche musste zuerst eine geeignete Beschichtungskonzentration flr

die ELISA-Platte gefunden werden. Die Platte wurde mit verschiedenen
Beschichtungskonzentrationen: a) 2,5ug/ml b) 5ug/ml und c) 10ug/ml des rekombinant
hergestellten ER-60 Proteins in Karbonatpuffer beschichtet und nach der
Testdurchfiilhrung gemessen. Die Seren, welche bei diesen Versuchen gemessen
wurden, stammten von Patienten mit histologisch gesicherter testikularer Entziindung
und aus einer Kontrollgruppe. Zudem wurde eine Messung des Leerwerts der Platte bei
verschiedenen Beschichtungskonzentrationen durchgefihrt. Letztlich stellte sich eine
Beschichtungskonzentration in Hohe von 2,5ug/ml des rekombinant hergestellten ER-
60-Proteins in Karbonatpuffer als optimal heraus (s. Abb. 11).
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Beschichtung mit 10 pg/ml

1
0,8
—e— Patient 1
a 0.6 —a— Patient 2
© 0,4 Kontrolle 1
—«— Kontrolle 2
0,2
0
1.2 1:10 1:50 1:100
Verdinnung

Beschichtung mit 5 pg/ml

—e— Patient 1
—= Patient 2
Kontrolle 1

—«— Kontrolle 2

—

1:2 1:10 1:50 1:100

Verdlinnung

Beschichtung mit 2,5 pg/ml

—e— Patient 1
—=— Patient 2
Kontrolle 1

—«— Kontrolle 2

1:2 1:10 1:50 1:100

Verdlnnung

Abbildung 11. Vergleich der 3 verschiedenen ausgetesteten Beschichtungskonzentrationen
von ER-60 (2,5 pg/ml, 5 pg/ml und 10 pg/ml)



3.2.2 Verdinnung des Standards
Um eine geeignete Verdinnung des Standards zu ermitteln, wurden verschiedene

Verdunnungen des Standards in Blocklosung angewendet (s. Tabelle 12).

Tabelle 12: Die vier ausgetesteten Verdinnungsreihen des Standards (muriner mono-
klonaler Anti-ER-60-Antikdrper)

(@) (b) (© (d)

Konzen-- Ver- Konzen- Ver- Konzen- Ver- Konzen- Ver-
tration | dinnung tration diinnung tration diinnung tration diinnung
(ng/pl) (ng/pl) (ng/pl) (ng/pl)

1 1 1 1
10 100.000 100 10.000 200 5000 1000 1000
1 1 1 1
5 200.000 50 20.000 100 10.000 500 2000
1 1 1 1
2,5 400.000 25 40.000 50 20.000 250 4000
1 1 1 1
1,25 800.000 12,5 80.000 25 40.000 125 8000
1 1 1
0,625 1600.000 6,25 1: 160.000 12,5 80.000 62,5 16.000
1 1 1
0,3125 | 3200.000 3,125 1: 320.000 6,25 160.000 31,25 32.000
1 1 1
0,15625 | 6400.000 1,5625 1: 640.000 3,125 320.000 15,625 64.000

Dabei lieferte die Standardverdiinnungsreihe (b) mit der Konzentration von100 ng/ul
bis zu einer Konzentration von 0,15625ng/pl Anti-ER-60-Antikérper in Blockldsung
die besten Ergebnisse. Diese wurde bei jedem Versuch mitinkubiert.

3.2.3 Verdinnung der Proben
Um die optimale Verdinnung der Serumproben herauszufinden, wurden auch hier

verschiedene Verdinnungen ausgetestet. Die Verdinnungsreihe, welche in Tabelle 4
abgebildet ist, mit einer unverdinnten Probe und einer Anfangsverdiinnung von 1:2 bis
zu einer Verdinnung von 1:1000 wurde bei der Testdurchfihrung angewendet. Wie
Abbildung 12 zeigt, sind die Werte im Bereich der unverdiinnten Serumproben und der
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1:2 verdiinnten Serumproben am besten geeignet, da diese Differenzen zwischen den

einzelnen Gruppen aufweisen.

0,7
__ 06 ——1
E o5 =2
R 04 3
L[Ij ’ !
B 03 \;\_k . 4
E 0,2 ,% —*—5
S o1 . T, 6

0 B— s = ——7

& A N2 S X S
<
S
Verdunnung

Abbildung 12. Darstellung der OD- Mittelwerte von allen Gruppen bei den verschiedenen
getesteten Verdinnungen
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3.3 Intra- und Inter-Assay-Variabilitat des etablierten ELISA
Die Intra-Assay-Varianz betrachtet die Streuungen der Messwerte einer Probe innerhalb

eines Versuchsansatzes (einer ELISA-Platte). Dazu wurde die achtfache Bestimmung
einer unverdunnten Serumprobe (s. Tab. 13) eines Patienten auf einer ELISA-Platte
durchgefuhrt. Anschlieend wurde, zur Berechnung der Intra-Assay-Varianz, erneut der
Variationskoeffizient errechnet. Dieser lag bei 12%.

Tabelle 13: Darstellung des Intra-Assay-Varianzkoeffizienten

OD-Werte
0,3415
0,3728
0,4074
0,3592
0,3755
0,4243
0,4404
0,4772

Mittelwert 0,3998

Standardabweichung 0,0458

Intraassay-Varianzkoeffizient 0,1145

Bei der Betrachtung der Reproduzierbarkeit oder Inter-Assay-Variabilitat eines
Testsystems werden Schwankungen der Messergebnisse bei wiederholten Testungen
mit  jeweils Kkonstanter  Antigenkonzentration an unterschiedlichen Tagen
wiedergegeben. Dazu wurde dieselbe Probe an verschiedenen Versuchstagen gemessen
und dann bestimmt, wie weit die einzelnen Messwerte voneinander abwichen (s. Tab.
14). AnschlieBend wurde der Varianzkoeffizient, welcher fur die Inter-Assay-

Variabilitat unter 11% lag, berechnet.
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Tabelle 14: Darstellung der Werte des Inter-Assay-Varianzkoeffizienten

OD-Werte
Tag 1 1,986
Tag 2 1,919
Tag 3 2,270
Tag 4 1,649
Tag 5 2,193
Tag 6 1,891
Tag 7 2,117
Tag 8 2,224
Tag 9 1,957
Tag 10 1,749
Tag 11 2,143
Tag 12 1,913
Tag 13 1,786
Tag 14 1,723
Tag 15 2,065
Tag 16 1,707
Mittelwert 1,956
Standardabweichung 0,198
Inter- Assay-Varianzkoeffizient 0,101
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3.4 Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analyse: Sensitivitat und Spezifitat
Um bei diagnostischen Tests eine Entscheidung zwischen pathologischen und

physiologischen Testergebnissen treffen zu kdnnen, missen Schwellenwerte festgelegt
werden. Fur verschiedene Grenzpunktwerte (cut-off-points) werden die jeweils
zugeordneten Werte fur Sensitivitdt und Spezifitdt gegeneinander aufgetragen. Tréagt
man fir jeden Grenzpunktwert den Anteil der falsch positiven (1-Spezifitat) gegenuber
den richtig positiven (Sensitivitat) auf, so erhalt man eine ROC-Kurve. Wird ein
niedriger Grenzpunktwert gewahlt, werden viele ,Kranke* positiv, aber auch einige
»,Gesunde” positiv ausgewertet, somit eine hohe Sensitivitat, jedoch geringe Spezifitét
erreicht. Umgekehrt ergeben hohe gewahlte Grenzpunktwerte eine hohe Spezifitat und
eine geringere Sensitivitat. Es gilt fir einen Test den Wert zu finden, welcher gut
zwischen ,,Kranken“ und ,,Gesunden® diskriminiert. In dem entwickelten ELISA soll
eine hohe Spezifitat erreicht werden, da ein positiver Befund weitere Diagnostik und
vor allem eine (evtl. nebenwirkungsreiche) Therapie nach sich zieht. Durch Ermittlung
der Flache unter der ROC-Kurve (AUC= area under the curve) l&sst sich die Giite eines
diagnostischen Tests ermitteln. Die Flache unter der Kurve kann Werte zwischen 0,5
und 1 annehmen. Eine AUC von 1 wird als ideal angesehen und schlieft falsche
Befunde aus.

Fir den etablierten ELISA zum Nachweis von Autoantikérpern gegen ER-60 wurde in
der ROC-Analyse ein Grenzpunktwert der anti-ER-60-Konzentration in unverdinnten
Serumproben von < 6,974ng/ml gewahlt. Dieser Grenzpunktwert weist eine Sensitivitét
von 66,67% und eine Spezifitat von 92,86% auf. Die Flache unter der Kurve betragt
0,8095. Das 95%-Konfidenzintervall dazu erstreckt sich von 0,668 bis 0,951. Die
Abbildung 13 zeigt den zugehorigen Graphen. In Tabelle 15 sind alle mdglichen
Grenzpunktwerte mit jeweiliger Sensitivitat und Spezifitat gelistet.
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Abbildung 13. ROC-Kurve mit Grenzpunktwerten der Anti-ER-60-Konzentration in
unverdinnten Serumproben
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Tabelle 15: Grenzpunktwerte (Konzentration= ng/ml) der unverdinnten Serumproben
mit zugehoriger Sensitivitat und Spezifitat

Grenzpunktwert (ng/ml) | Sensitivitat (%) | Spezifitat (%)
<0.8272 4,762 100
<1.016 9,524 100
<1415 14,29 100
<1.759 19,05 100
<1954 23,81 100
<2.136 28,57 100
<2528 33,33 100
<3.001 38,1 100
<4.028 42,86 100
<4.924 47,62 100
<5.080 47,62 92,86
<5.820 52,38 92,86
<6.545 57,14 92,86
<6.764 61,9 92,86
<6.974 66,67 92,86
<7.138 66,67 85,71
< 7.636 66,67 78,57
<8.278 71,43 78,57
<8.511 71,43 71,43
<8.575 76,19 71,43
<8.821 76,19 64,29
<9.112 76,19 57,14
<9.261 80,95 57,14
<9.332 80,95 50
<9.435 80,95 42,86
<9.654 85,71 42,86
<10.76 85,71 35,71
<1181 90,48 35,71
<1253 90,48 28,57
<13.40 95,24 28,57
<14.64 95,24 21,43
< 16.59 95,24 14,29
<28.78 100 14,29
<46.23 100 7,143
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3.5 Ergebnisse und statistische Auswertung der Gruppen

3.5.1 Werte und Gruppenvergleich der unverdiinnten Serumproben

Far alle Gruppen wurden zundchst Median, Minimum, Maximum, Mittelwert und
Standardabweichung bestimmt.

In der Kontrollgruppe 1 konnte bei insgesamt 21 Probanden ein Median der OD-Werte
von 0,1725 (Mittelwert 0,2389) ermittelt werden. Minimum und Maximum lagen bei
0,052 und 0,676 und die Standardabweichung betrug 0,1569. Die Werte der
Konzentration lieferten in dieser Kontrollgruppe einen Median von 3,366ng/ml, bei
einem Mittelwert von 4,937ng/ml, einer Spannweite von 0,8543-13,17ng/ml und einer

Standardabweichung von 3,612ng/ml.

In der zweiten Kontrollgruppe, mit ebenfalls 21 Probanden, ergaben sich fiir die OD
folgende Werte; der Median lag bei 0,322, mit einem Minimum von 0,082 und einem
Maximum von 0,790. Der Mittelwert war 0,333 mit einer Standardabweichung von
0,178. Bei der Konzentrationsbestimmung errechnete sich ein Median von 4,533ng/ml
bei einer Spannweite zwischen 0,096- 11,41ng/ml, ein Mittelwert von 4,468ng/ml und

eine Standardabweichung von 3,149ng/ml.

In Gruppe 3 (eingeschrénkte Fertilitat), welche 17 Patienten enthielt, lagen die OD-
Werte fir den Median bei 0,4035 bei einer Spannweite von 0,0600 bis 0,7210 und
einem Mittelwert von 0,3907 bei einer Standardabweichung von 0,1788. Fir die
Konzentrationen dieser Gruppe ergaben sich ein Median bei 5,553ng/ml (Minimum-
Maximum: 0,4680-34,23ng/ml), ein Mittelwert von 8,865ng/ml (Standardabweichung
9,072ng/ml).

Die Daten der Gruppe 4 (Samenwegsentzindung/-infektion) lieferten folgende OD-
Werte: einen Median von 0,6250 (Mittelwert 0,5995), Spannweite 0,0530- 0,9000 und
eine Standardabweichung von 0,1813. Die Konzentrationen in dieser Gruppe waren:
Median 12,51ng/ml (Mittelwert: 12,14ng/ml), ein Minimum von 1,081 ng/ml und ein

Maximum bei 35,59ng/ml, bei einer Standardabweichung von 6,855ng/ml.

In der Gruppe 5 war der Median 0,3009, der Mittelwert 0,3841, bei einer
Standardabweichung von 0,235 und einer Spannweite zwischen 0,162 und 0,961 bei
den OD-Werten. Die Werte der Konzentrationen ergaben einen Median von 9,33ng/ml

58



(Mittelwert: 14,82ng/ml), eine Spannweite 4,97- 52,45ng/ml und eine Standard-
abweichung von 13,80ng/ml.

Fir Gruppe 6 ergaben sich ein Median von 0,3295 (Mittelwert 0,3473), ein Minimum
und Maximum von 0,074 bzw. 0,600 und eine Standardabweichung von 0,1438 bei den
OD-Werten. Die Werte der Konzentrationen ergaben: Median: 7,380ng/ml (Mittelwert:
7,355ng/ml), eine Spannweite zwischen 2,021- 11,19ng/ml, Standardabweichung
2,821ng/ml.

In der Gruppe 7 wurden die Werte von Patienten mit akuter, symptomatischer
Epididymo-Orchitis gemessen. Fiir die OD-Werte ergab sich ein Median von 0,1972
(Mittelwert: 0,2396), ein Minimum von 0,1043, ein Maximum von 0,5010 und eine
Standardabweichung von 0,1079. Bei den Werten der Konzentration lag der Median bei
7,371ng/ml, der Mittelwert bei 8,171ng/ml mit einer Standardabweichung wvon
4,924ng/ml und einer Spannweite von 2,642 bis 22,11ng/ml.

Bestimmung der OD-Werte in unverdiinnten Serumproben

Nach Durchfiihrung des Kruskal-Wallis-Tests konnte fir die OD-Werte der
unverdiinnten Proben ein p-Wert von <0.0001 und ein H-Wert von 52,96 ermittelt
werden. Der daraufhin durchgefuhrte Gruppenvergleich mit Dunn’s Multiple
Comparison-Test erbrachte deutliche Unterschiede (p<0,05) zwischen den unten

aufgelisteten Gruppen (Tab. 16).
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Tabelle 16: Gruppenvergleich OD- Werte der unverdinnten Proben mit Dunn’s Multiple
Comparison-Test (n.s.= nicht signifikant)

Kontrollgruppe 1 vs Kontrollgruppe 2 p>0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 3 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 4 p <0.001 falead
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 5 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 6 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 3 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 4 p <0.001 falead
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 5 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 6 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 4 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 5 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 6 p >0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 4 vs Gruppe 5 p <0.05 *
Gruppe 4 vs Gruppe 6 p<0.01 **
Gruppe 4 vs Gruppe 7 p <0.001 falead
Gruppe 5 vs Gruppe 6 p>0.05 n.s.
Gruppe 5 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 6 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
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Abbildung 14: Vergleich der OD-Werte der unverdinnten Serumproben der einzelnen
Gruppen mit Angabe des Mittelwertes (Saule), Signifikanz (***= p < 0.001, **=p < 0.01,
*=p < 0.05) und Standardabweichung (oberhalb der jeweiligen S&ule eingezeichnet).

Wie man dem Diagramm (Abb. 14) und der Tabelle entnehmen kann, sind erhebliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen erkennbar. Die Gruppe 4 (Patienten mit
Samenwegsentziindung) erreicht hier die hochsten Werte und diese sind gegentber der
Gruppe 5 (Patienten mit histologisch gesicherter testikularer Entziindung) schwach (*=
p<0.05), gegenuber der Gruppe 6 (Patienten nach antientzlindlicher Behandlung)
deutlich (**= p< 0.01) und gegentiber den beiden Kontrollgruppen und der Gruppe 7
(Patienten mit akuter, symptomatischer Epididymo-Orchitis) hoch signifikant (***=
p<0.001) erhoht. Zwischen den anderen Gruppen liegen keine statistisch signifikanten

Unterschiede vor.
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Bestimmung der ER-60-Antikérper-Konzentration in unverdiinnten Serumproben
Fir die ermittelten ER-60-Konzentrationen der unverdiinnten Serumproben ergab sich
nach Durchfiihrung des Kruskal-Wallis-Tests ein p-Wert von <0.0001 und ein H- Wert
von 42,79. Der daraufhin durchgefiihrte Gruppenvergleich mit Dunn’s Multiple
Comparison-Test erbrachte deutliche Unterschiede (p<0,05) zwischen den unten

aufgelisteten Gruppen (Tab. 17).

Tabelle 17: Gruppenvergleich der anhand eines Standards berechneten ER-60-
Antikérper- Konzentrationen der unverdiinnten Serumproben mit Dunn’s Multiple
Comparison-Test (n.s.= nicht signifikant)

Kontrollgruppe 1 vs Kontrollgruppe 2 p>0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 3 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 4 p <0.001 falead
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 5 p<0.01 **

Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 6 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 3 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 4 p <0.001 ool
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 5 p< 0.01 **

Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 6 p > 0.05 n.s.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 4 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 5 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 6 p>0.05 n.s.
Gruppe 3 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 4 vs Gruppe 5 p>0.05 n.s.
Gruppe 4 vs Gruppe 6 p>0.05 n.s.
Gruppe 4 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 5 vs Gruppe 6 p>0.05 n.s.
Gruppe 5 vs Gruppe 7 p>0.05 n.s.
Gruppe 6 vs Gruppe 7 p >0.05 n.s.
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Im S&ulendiagramm (Abb. 15) wird ein hoch signifikanter (p<0.001) Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe 1 und Gruppe 4 (Patienten mit Samenwegsentziindung),
sowie zwischen Kontrollgruppe 2 und Gruppe 4 deutlich. Stark signifikant (p<0.01)
unterscheiden sich ebenfalls die Werte der Kontrollgruppen 1 und 2 gegentiber Gruppe
5 (Patienten mit testikularer Entziindung).
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Konzentration (ng/ml)

Abbildung 15. Vergleich der anhand eines Standards berechneten ER-60-Antikérper-
Konzentrationen der unverdiinnten Serumproben der einzelnen Gruppen mit Angabe des
Mittelwertes (Saule) Signifikanz (***= p < 0.001, **=p < 0.01, *= p < 0.05) und
Standardabweichung (oberhalb der jeweiligen Séule eingezeichnet)
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3.5.2 Werte und Gruppenvergleich der 1:2 verdiinnten Serumproben

Die Werte der deskriptiven Statistik fir OD und Konzentration von ER-60-Antikérpern
der verschiedenen Gruppen bei einer Verdiinnung von 1:2 sind in den Tabellen 18 und 19

dargestellt.

Tabelle 18: Deskriptive Statistik der anhand eines Standards berechneten ER-60-
Antikorper- Konzentrationen der 1:2 verdiinnten Serumproben aller Gruppen

Gruppe 1| Gruppe 2 | Gruppe 3| Gruppe 4 | Gruppe 5| Gruppe 6 | Gruppe 7

Median 3,526 1,775 2,571 12,43 9,090 7,86 4,292

Mittelwert 3,491 2,646 5,055 11,69 14,04 7,569 4,973

Standard-
abweichung |2,111 3,034 5,366 5,350 7,440 4,094 3,114

Minimum 0,301 0,006 0,204 1,330 2,752 1,117 0,9299

Maximum 6,834 11,49 19,11 27,59 29,27 14,56 11,43

Tabelle 19: Deskriptive Statistik der OD-Werte der 1:2 verdinnten Serumproben aller
Gruppen

Gruppe 1| Gruppe 2 | Gruppe 3| Gruppe 4 | Gruppe 5| Gruppe 6 | Gruppe 7

Median 0,1470 0,185 0,2495 0,5805 0,1879 0,3735 0,1191

Mittelwert 0,1624 0,2302 0,2576 0,5647 0,2476 0,3581 0,1564

Standard-
abweichung |[0,1119 0,1578 0,1364 0,2029 0,1628 0,1786 0,08266

Minimum 0,0385 0,061 0,03 0,0795 0,1042 0,067 0,046

Maximum 0,557 0,63 0,5265 0,851 0,619 0,657 0,316

Vergleich der Gruppen (1: 2 verdiinnte Serumproben)

Auch fir die verdinnten Proben wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgefihrt und fur
die OD- Werte der verdinnten Proben ein p-Wert von <0.0001 und ein H-Wert von
59,75 ermittelt. Der daraufhin durchgefuhrte Gruppenvergleich mit Dunn’s Multiple
Comparison- Test erbrachte auch bei den verdiinnten Proben deutliche Unterschiede
(p<0,05) zwischen den unten aufgelisteten Gruppen (Tab. 20).

64




Tabelle 20: Gruppenvergleich der OD-Werte der verdiinnten Serumproben mit Dunn’s
Multiple Comparison-Test (n.s. = nicht signifikant)

Kontrollgruppe 1 vs Kontrollgruppe 2 |p>0.05 |n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 3 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 4 p<0.001 |***
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 5 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 3 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 4 p<0.001 |***
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 5 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Gruppe 3 vs Gruppe 4 p<0.01 |**
Gruppe 3 vs Gruppe 5 p>0.05 |ns.
Gruppe 3 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Gruppe 3 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Gruppe 4 vs Gruppe 5 p<0.01 |**
Gruppe 4 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Gruppe 4 vs Gruppe 7 p<0.001 |***
Gruppe 5 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Gruppe 5 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Gruppe 6 vs Gruppe 7 p<0.05 |*

Wie man auch dem unten aufgefiihrten Diagramm (Abb. 16) entnehmen kann, liegen
die OD- Werte der Gruppe 4 auch hier am hdchsten und unterscheiden sich hoch
signifikant (p<0.001) von den beiden Kontrollgruppen und Gruppe 7 (Patienten mit
akuter, symptomatischer Epididymo- Orchitis), sowie stark signifikant (p<0.01) von
Gruppe 3 (Patienten mit eingeschrankter Fertilitdt) und Gruppe 5 (Patienten mit
testikularer Entzindung). Des Weiteren unterscheiden sich schwach signifikant
(p<0.05) die Gruppe 6 (Patienten nach antientztndlicher Behandlung) und Gruppe 7.
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Abbildung 16. Vergleich der OD-Werte der 1:2 verdinnten Serumproben der einzelnen
Gruppen mit Angabe des Mittelwertes (Saule), Signifikanz (***=p < 0.001, **=p < 0.01,
*=p < 0.05) und Standardabweichung (oberhalb der jeweiligen Sdule eingezeichnet)

Fir die ermittelten ER-60-Konzentrationen der 1:2 verdiinnten Proben ergab sich nach
Durchfuhrung des Kruskal-Wallis-Tests ein p-Wert von <0.0001 und ein H-Wert von
63,91. Der anschlieBend durchgefuhrte Gruppenvergleich mit Dunn’s Multiple
Comparison-Test erbrachte deutliche Unterschiede (p<0,05) zwischen den unten

aufgelisteten Gruppen (Tab. 21).
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Tabelle 21: Gruppenvergleich der anhand eines Standards errechneten ER-60-
Antikorper- Konzentrationen der 1: 2 verdiinnten Serumproben mit Dunn’s Multiple
Comparison-Test (n.s. = nicht signifikant)

Kontrollgruppe 1 vs Kontrollgruppe 2 |p>0.05 |n.s.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 3 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 4 p<0.001 |***
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 5 p<0.001 |***
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 1 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 3 p>0.05 |ns.
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 4 p<0.001 |***
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 5 p<0.001 |***
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 6 p<0.01 |**
Kontrollgruppe 2 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Gruppe 3 vs Gruppe 4 p<0.001 |***
Gruppe 3 vs Gruppe 5 p<0.05 |*
Gruppe 3 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Gruppe 3 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.
Gruppe 4 vs Gruppe 5 p>0.05 |ns.
Gruppe 4 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Gruppe 4 vs Gruppe 7 p<0.01 |**
Gruppe 5 vs Gruppe 6 p>0.05 |ns.
Gruppe 5 vs Gruppe 7 p<0.05 |*
Gruppe 6 vs Gruppe 7 p>0.05 |ns.

Im Gruppenvergleich der Konzentrationen ergeben sich hoch signifikant (p<0.001)
unterschiedliche Werte zwischen den beiden Kontrollgruppen gegenuber den Gruppen 4
(Patienten mit Samenwegsentziindung) und 5 (Patienten mit testikulérer Entziindung,
welche durch eine Hodenbiopsie gesichert wurde). Gruppe 4 zeigt gegeniiber Gruppe 3
ebenfalls hoch signifikant (p<0.001) unterschiedliche Werte. Stark signifikant (p<0.01)
ist der Unterschied zwischen der zweiten Kontrollgruppe und Gruppe 6 (Patienten nach
antientztndlicher Behandlung) und Gruppe 7 (Patienten mit akuter, symptomatischer
Epididymo-Orchitis). Die Gruppe 3 unterscheidet sich schwach signifikant von Gruppe
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5 (p<0.05). Die Gruppe 5 liefert schwach signifikant (p<0.05) erhdhte Werte gegentber
Gruppe 7. Diese Unterschiede werden im Diagramm (Abb. 17) ersichtlich.
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Abbildung 17. Vergleich der ER-60-Konzentrationen der 1:2 verdiinnten Serumproben
der einzelnen Gruppen mit Angabe des Mittelwertes (S&aule), Signifikanz (***=p < 0.001,
**=p < 0.01, *=p < 0.05) und Standardabweichung (oberhalb der jeweiligen Saule
eingezeichnet)
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4 Diskussion

Nach Schatzungen sind insgesamt ca. 80 Millionen Paare weltweit von
Infertilitat/Subfertilitat betroffen. Die WHO rechnet weltweit mit einem Zuwachs von
ca. zwei Millionen infertilen Paaren pro Jahr. Fur die Industrienationen wird eine
durchschnittliche Prdavalenz der mannlichen Infertilitdt von 10-14% angenommen [7,
64]. Bei der Haélfte der ungewollt Kkinderlosen Paare finden sich auch
Fertilitatsstérungen beim Mann [50]. Flr Deutschland liegen unterschiedliche und keine
endgultig gesicherten Daten vor, aber es wird davon ausgegangen, dass in Deutschland
etwa jedes sechste Paar von ungewollter Kinderlosigkeit betroffen ist [49].

Infektionen und Entziindungen des ménnlichen Genitaltraktes z&hlen zu den haufigsten
Ursachen mannlicher Fertilitatsstérungen. Es wird hierbei eine Pravalenz von 10-15%
angegeben [66]. Insbesondere chronische und asymptomatische bzw. subklinische
Entzindungsvorgange im Hoden (Orchitis) und/oder Nebenhoden (Epididymitis)
kdnnen zur Stérung der Spermatogenese und Spermienqualitat fihren [80, 81].

In der Fertilitdtsdiagnostik ist allerdings die Erfassung asymptomatischer und
chronischer Entziindungsreaktionen des Hodengewebes schwierig. Im Gegensatz zur
akuten Orchitis, welche allerdings Patienten in der Fertilitatssprechstunde praktisch
nicht betrifft und die meist mit einer einseitigen, schmerzhaften Schwellung und Rétung
des Skrotums und Allgemeinsymptomen (z.B. Nausea und Fieber) einhergeht [52, 53],
ist die Klinik der chronischen Orchitis meist asymptomatisch. Unspezifische
Symptome, wie Druckdolenz oder Verringerung des Hodenvolumens kdnnen
vorkommen [81]. Es fehlen spezifische klinische und spermatologische Kriterien.

Die Basisdiagnostik beinhaltet die mikrobiologische Untersuchung des Ejakulats,
gegebenenfalls auch von Prostatasekret, Urin und Urethralabstrichen. In einem
Spermiogramm werden unter anderem Spermienkonzentration, -motilitat und -morpho-
logie bestimmt. Die Entziindungsdiagnostik stutzt sich vor allem auf den Nachweis von
Erregern, die Bestimmung von Leukozytenzahlen und deren Differenzierung, PMN-
Granulozytenelastase und proinflammatorische Zytokinen (z. B. Interleukin-6) [18, 29,
81]. Hierbei bleibt eine Beteiligung der Hoden meist unerkannt und zurzeit kann die
definitive Diagnose bei Patienten mit chronischer, asymptomatischer Entziindung des
Hodens daher nur histologisch, also mit Hilfe einer invasiven Hodenbiopsie gestellt
werden. So bleibt h&ufig die Ursache (Entziindung) oder der Kofaktor der
Fertilitatsstérung unbekannt [82]. Es ist moglich, dass ein Anteil der Patienten, welche
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mit idiopathischer Infertilitdt klassifiziert wurden, Entziindungsvorgange mit
asymptomatischen Verlauf im Hoden aufweisen [82]. VVor diesem Hintergrund sollte ein
eindeutiger, nicht-invasiver und routineméal3ig durchfuhrbarer Test zur Entziindungs-
diagnostik bei infertilen Mannern entwickelt werden, welcher eine schnelle und
verléassliche Diagnostik ermoglicht und damit auch die Patienten einem friihzeitig

einsetzendem und geeigneten Therapieregime zufiihren kann.

Ein Ziel dieser Arbeit orientierte sich an der Frage, ob das in Vorarbeiten identifizierte
testikulare Autoantigen Protein-Disulfid-lIsomerase ER-60 als diagnostischer Marker
einer asymptomatischen testikularen Entziindung beim Mann dienen konnte. Nach
Vorarbeiten zur Charakterisierung von Auto-Antigenen sowohl bei der
tierexperimentellen Autoimmunorchitis als auch bei Patienten, bei denen durch eine
Hodenbiopsie eine testikuldare Entzindung nachgewiesen wurde, sollte mit der
vorliegenden Arbeit ein ELISA zum Nachweis von Antikdrpern gegen Protein-Disulfid-
Isomerase ER-60 etabliert und tberpruft werden, ob die gelieferten experimentellen
Resultate bei einem breiten Patientenkollektiv aussagekréftig sind.

Die Protein-Disulfid-lsomerase ER-60 (Synonyme: ERp57, p58) ist ein losliches 56
kDa Enzym, welches im Lumen des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist und in
sekretorischen Zellen vorkommt [8]. Es katalysiert die korrekte Formation von Disulfid-
Bricken in entstehenden Proteinen und ist als molekulares Chaperon auch flr die
Faltung und Stabilitat der Proteine zustéandig [55].

Im Rattenhoden fanden 1993 Ohtani et al. [68] eine Isoform von ER-60, welche im sich
entwickelnden Spermatidenakrosom enthalten ist. Des Weiteren wurde beschrieben,
dass ER-60 im Zellkern von Spermatiden, wahrend der Maturation, sowie im Zellkern
von Spermatozoen im Nebenhoden vorkommt.

2001 beschreiben Bohring et al. [5] die Identifikation und Isolation von Antigenen,
welche in der Spermienmembran lokalisiert sind und von Spermatozoen-Antikorpern
(ASA) erkannt werden. Neben anderen Proteinen wurde ER- 60 dabei als Antigen auf
der Spermienmembran gegen ASA identifiziert. ASA sind eine der Hauptursachen fur
immunologische Infertilitdt, da sie die Spermienfunktionen, durch Bindung an die

Spermienmembran, storen.
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Fijak et al. kommen 2005 zu dem Schluss, dass ER-60 und andere Proteine (z.B. Hsp-
70) sehr wahrscheinlich zu den Hauptangriffspunkten von Autoimmunattacken im
Hoden gehort.

In dieser Studie wurde eine EAO in Ratten induziert um die Molekdile zu identifizieren,
welche die Autoimmunreaktion gegen den Hoden hervorrufen kénnen. Dabei wurde die
EAO erst durch aktive Immunisierung mit testikularem Homogenat induziert.
AnschlieBend wurden mit Hilfe von 2D SDS-PAGE und Massenspektrometrie sieben
verschiedene Proteine identifiziert, unter anderem ER-60. Im ndchsten Schritt wurde
gepruft, in wie weit die gefundenen Proteine selbst eine testikuldare Auto-
immunkrankheit hervorrufen konnen. Dazu wurden rekombinante Proteine zur
Immunisierung einer zweiten Gruppe Ratten verwendet und eine EAO-Inzidenz von
25% in allen Gruppen festgestellt [23].

2009 finden Barderas et al. [4], dass eine Hochdosis-Therapie mit Atorvastatin zu einer
Modifikation des Protein-Profils der zirkulierenden Monozyten bei Patienten mit einem
akuten Koronarsyndrom fiihrt. Aufféllig ist, dass durch die Hochdosis-Therapie mit
Atorvastatin die Expression von Proteinen, welche wie ER-60 eine inflammatorische
und thrombogene Wirkung haben, normalisiert werden.

Dong et al. demonstrieren ebenfalls 2009, dass ER-60 in die Regulierung der
Apoptosevorgénge in menschlischen Endothelzellen eingreifen kann und durch “knock-
down* von ER-60 ein Schutz gegen Hyperoxie- und Tunicamycin-induzierte Apoptose
geschaffen wird [94].

Die vorliegende Arbeit umfasst eine Gruppe von 142 Ménnern, welche je nach
Diagnose in sieben verschiedene Gruppen eingeteilt wurden und welche aus
verschiedenen Kliniken bzw. Instituten des Universitatsklinikums Giessen und
Marburg, Standort GieRBen (Klinik und Poliklinik fir Urologie, Kinderurologie und
Andrologie und Zentrum flir Transfusionsmedizin und H&motherapie) und des
Universitatsklinikums der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn (Klinik
und Poliklinik fir Dermatologie, Sektion Andrologie) stammten. Von diesen 142
Patienten waren 42 Ménner in Kontrollgruppe 1 und 2, 17 Probanden wiesen eine
eingeschrankte Fertilitdt (Gruppe 3) auf und 32 Probanden erfillten die Kriterien einer
Samenwegsentziindung (Gruppe 4). Weitere 14 Patienten wiesen eine mittels Hoden-
biopsie gesicherte testikulére Entziindung auf (Gruppe 5) und 18 Patienten wurden nach

diagnostizierter Samenwegsentziindung mit entziindungshemmenden Medikamenten
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(Gruppe 6) behandelt. Eine siebte Gruppe bestand aus 19 Patienten aus der urologischen

Sprechstunde mit akuter Epididymo-Orchitis (Gruppe 7).

Die Ergebnisse sind im direkten Vergleich aller sieben Kontroll- und Patientengruppen
in Abbildung 14- 17 zu sehen.

Im Gruppenvergleich der Konzentrationen der unverdiinnten Serumproben (Abb. 15)
wird ein hoch signifikanter (p<0.001) Unterschied zwischen den beiden
Kontrollgruppen und der Gruppe 4 (Patienten mit Samenwegsentziindung/-infektion)
deutlich. Stark signifikant (p<0.01) unterscheiden sich ebenfalls die Werte der
Kontrollgruppen 1 und 2 gegentiber Gruppe 5 (Patienten mit testikularer Entziindung).
Im Gruppenvergleich der Konzentrationen der verdiinnten Serumproben ergeben sich
hoch signifikante Unterschiede (p<0.001) zwischen den beiden Kontrollgruppen
gegeniiber den Gruppen 4 und 5. Stark signifikant (p<0.01) ist ebenfalls der Unterschied
zwischen der zweiten Kontrollgruppe und Gruppe 6. Der Unterschied der Gruppe 4
gegenuber Gruppe 3 und Gruppe 7 ist hoch (p<0.001) bzw. stark signifikant (p<0.01).
Die Gruppe 5 liefert schwach signifikant (p < 0.05) erhéhte Werte gegeniiber Gruppe 3
und 7. Diese Unterschiede werden im Diagramm (Abb. 17) ersichtlich.

Die hochsten Titer ER-60-spezifischer Antikorper fanden sich in verdinnten und
unverdiinnten Serumproben bei infertilen Mannern mit asymptomatischer testikularer
Entziindung (Gruppe 5). Am zweithdchsten waren die Antikorpertiter in der Gruppe 4.
Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Patienten mit asymptomatischer, durch Hodenbiopsie
gesicherter, testikularer Entziindung gegeniiber gesunden Patienten signifikant erhdhte
Antikorpertiter gegen ER-60 nachzuweisen sind.

Signifikant niedrigere Titer wurden dagegen in den lbrigen Kollektiven gemessen, mit
einem Minimum in der Kontrollgruppe normozoospermer Ménner und bei gesunden
Ménnern mit unbekanntem Fertilitatsstatus (p<0.001).

Des Weiteren fand sich in verdiinnten Serumproben ein stark signifikanter (p<0.01) und
ein schwach signifikanter (p<0.05) Unterschied zwischen den Antikdrpertitern von
Mannern mit Samenwegsentziindung/-infektion und Patienten mit testikulérer
Entziindung gegentber Patienten mit akuter Epididymo-Orchitis. Dies mag sich durch
die frihe Vorstellung der Patienten mit akuter Epididymo-Orchitis in der Sprechstunde
erklaren, da diese sehr haufig symptomatisch verlauft und die Patienten sich zeitnah in
der urologischen Sprechstunde vorstellen. Die Blutentnahme folgte jeweils am ersten
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Vorstellungstag in der Sprechstunde und somit in einer sehr friihen Phase in Bezug auf
die mogliche Antikorperbildung gegen ER-60.

Die Patienten mit eingeschrankter Fertilitdt unterscheiden sich ebenfalls hoch
signifikant (p<0.001) gegentiber Patienten mit Samenwegsentziindung/-infektion und
schwach signifikant (p<0.05) gegentiber Patienten mit testikularer Entziindung.

Die ER-60-Antikorpertiter der anderen Gruppen (Manner mit eingeschrénkter Fertilitat,
Patienten nach antientziindlicher Therapie, Patienten mit akuter Epididymo-Orchitis)
unterscheiden sich (bis auf die Ergebnisse der verdiunnten Serumproben der
Kontrollgruppe 2 gegeniiber Gruppe 6) nicht signifikant von den beiden
Kontrollgruppen. Diese Ergebnisse zeigen, dass Serumproben von Patienten mit
testikuldren Entziindungen sehr hdufig hohe ER-60-Antikorpertiter aufweisen und sich
damit von gesunden Probanden oder Mannern mit nicht-entziindlichen
Spermatogeneseschaden abgrenzen lassen.

Die Ergebnisse der durchgefihrten Studie zeigen weiterhin, dass ER-60 auch im
humanen System ein relevantes Antigen darstellt, gegen das erhéhte Titer bei Patienten
mit Entziindungsprozessen in Genitaltrakt AutoantikOrper induziert werden. Der
Nachweis erhohter Titer ER-60-spezifischer Autoantikdrper ist somit moglicherweise
als diagnostischer Marker flr asymptomatische inflammatorische Prozesse im Hoden
und/oder der ableitenden Samenwege von infertilen Mé&nnern geeignet. Der entwickelte
und etablierte ELISA konnte so zu einer neuen und nicht-invasiven Methode zur
Aufklarung von asymptomatischen, testikularen Entzindungsreaktionen bei
idiopathischer ménnlicher Infertilitat werden.

Methodenkritik

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein ELISA zum Nachweis von Autoantikérpern gegen
die ER-60 etabliert. Protokoll und genauere Angaben zu dem etablierten ELISA finden
sich im Kapitel 2 Material und Methoden. Es wurde gezeigt, dass diese Methode flr den

qualitativen und quantitativen Nachweis von Autoantikdrpern gegen ER-60 geeignet ist.

Bei weitergehenden Untersuchungen sollten methodenspezifische Werte wie
Grenzpunktwert, Spezifitdt und Sensitivitat an grofieren Patientenkollektiven auch im
Rahmen einer multizentrischen Studie bestatigt werden.
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Probenlagerung

Damit im klinischen Alltag verlassliche und optimale Messwerte erreicht werden
kdnnen, ist es wichtig, dass der Ablauf von Gewinnung, Lagerung und Verwendung der
Seren einheitlich und nach vorgegebenen Richtlinien verlduft. Unter Kapitel 2.3.1
wurde der Ablauf der Probengewinnung aufgezeigt. In der vorliegenden Studie liegen
Schwankungen im Bezug auf die Lagerungsdauer der Proben vor, da wenige Proben
schon aus dem Jahr 2008 stammten und andere erst wenige Tage vor der Verwendung
abgenommen wurden. In Zukunft sollte darauf geachtet werden, dass die Lagerungszeit
der verwendeten Proben moglichst kurz gehalten wird und die Seren zeitnah vor
Verwendung des Tests abgenommen werden. Es sollte weiterhin auf eine einheitliche
Lagerung bei -80°C geachtet werden und Proben nicht mehrmals aufgetaut und

eingefroren werden.

Unterschiede zwischen Resultaten in OD-Werten und Konzentrationsangaben

Die Ergebnisse der Antikdrperkonzentrationen wurden in jeder Versuchsreihe anhand
des mitinkubierten Standards, wie unter Kapitel 2.3.4.2 beschrieben, errechnet. Durch
Verwendung von diesem internen Standard wurden die Resultate der
Antikorperkonzentrationen in jeder Versuchsreihe normalisiert. Demgegentber stehen
die Ergebnisse der optischen Dichte. Hier kann beispielsweise schon durch kleinste
Unterschiede in der Inkubationszeit in den Versuchsreihen eine abweichende Intensitat
der Farbreaktion auftreten. Durch das festgelegte und verwendete Versuchsprotokoll
sollten solche Abweichungen minimal sein, jedoch kann es zu geringen Abweichungen

in den einzelnen Versuchsreihen kommen.

Daher sind die Resultate der Antikérperkonzentrationen besser reproduzierbar und
liefern die besten Ergebnisse, da sie weniger storanfallig wie die Ergebnisse der
optischen Dichte sind.

Patientenauswahl

Die Patienten mit akuter Epididymo-Orchitis der Gruppe 7 stellen ein etwas anderes
Patientenprofil dar, als die Patienten aus den anderen Gruppen. Das Durchschnittsalter
ist mit 51,8 Jahren deutlich gegeniliber den anderen Gruppen erhoht (s. Tabelle 7). Dies
ist nicht Gberraschend, da die akute Epididymo-Orchitis hdufig &ltere Patienten mit
urogenitalen Infekten betrifft. Ein weiterer unterscheidender Punkt zwischen diesem
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Patientenkollektiv und den anderen Gruppen ist, dass hier kein Kinderwunsch bestand,
sondern dass diese Patienten die urologische Sprechstunde aufgrund von akuten
Beschwerden aufsuchten. VVon diesen Patienten sind nur wenige weitere Klinisch-
andrologische Daten vorhanden, so dass sie nicht direkt mit den anderen Gruppen
verglichen werden konnten im Bezug auf diese Parameter. Dennoch erschien es sinnvoll
diese Gruppe mit in diese Studie aufzunehmen und im Vergleich zu den anderen
Gruppen zu sehen, ob erhéhte ER-60-Antikdrper-Konzentrationen festgestellt werden.
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5 Zusammenfassung

Nachweis von Autoantikdrpern gegen ER-60 bei Mannern mit entziindlich
bedingten Fertilitatsstorungen- eine Pilotstudie

Einleitung: Infektionen oder Entziindungen des Genitaltraktes (IEG) zé&hlen zu den
haufigsten Ursachen mannlicher Fertilitatsstérungen. Ausgehend von einer hohen Rate
primér chronischer, asymptomatischer Verldufe ist die Diagnostik jedoch haufig
unbefriedigend. Diese stitzt sich vor allem auf den Nachweis von Erregern, erhéhten
Leukozytenzahlen, sowie Entziindungsmediatoren im Ejakulat. Hierbei bleibt eine
Hodenbeteiligung zumeist unerkannt, wenn keine Biopsie vorgenommen wird. In
Vorversuchen konnten drei Proteine (ER-60, Transferrin, TCP-1) identifiziert werden,
gegen die gehauft Antikdrper in Seren von Méannern mit IEG gerichtet waren. Eines
dieser Autoantigene ist die Disulfid-lIsomerase ER-60, die auch im tierexperimentellen
Modell der chronischen Orchitis der Ratte gefunden wurde.

Material und Methoden: Zur Etablierung eines ELISA wurde rekombinantes humanes

ER-60-Protein hergestellt. Serumproben folgender Kollektive wurden untersucht:
Gesunde Manner mit Normozoospermie (n= 21, Kontrollgruppe 1); Mannliche
Blutspender (n=21, Kontrollgruppe 2); Patienten mit eingeschrankter Ejakulatqualitat
(Spermienkonzentration unter 15 Mio./ml) ohne IEG (n=17, Gruppe 3); Patienten mit
IEG (n=32, Gruppe 4); Patienten mit histologisch gesicherter testikularer Entziindung
(n=14, Gruppe 5); Patienten nach antiinflammatorischer Pharmakotherapie der IEG (n=
18, Gruppe 6); Patienten mit akuter Epididymo- Orchitis (n=19, Gruppe 7).

Ergebnisse: Die hochsten Titer ER-60- spezifischer Antikérper fanden sich bei
infertilen Ménnern mit histologisch gesicherter testikulérer Entziindung (Gruppe 5),
gefolgt von Patienten mit IEG (Gruppe 4). Signifikant niedrigere Titer wurden dagegen
in den wbrigen Kollektiven gemessen, mit einem Minimum in den beiden
Kontrollgruppen (p<0.001).

Schlussfolgerungen: ER-60 stellt auch im humanen System ein relevantes Antigen dar,

gegen das bei Patienten mit Entzindungsprozessen im Genitaltrakt erhohte
Autoantikorper-Titer induziert werden. Erhohte Titer ER-60-spezifischer Antikorper

sind somit mdglicherweise als nicht-invasiver diagnostischer Marker geeignet.
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6 Summary

Auto-antibodies against disulphide isomerase ER-60 as a possible diagnostic
marker in male immunological infertility

Inflammation and infection of the male genital tract have been reported in up to 15% of
cases as main aetiologies of male fertility disturbances. In the majority of these patients,
however, diagnosis is hampered by an asymptomatic course of the disease, especially
subacute or chronic inflammatory conditions in the testis and/ or epididymis remain
obscure. Definitive diagnosis of suspected chronic testicular inflammation is based only
on invasive testicular biopsy. In preliminary tests we have identified three proteins (ER-
60, transferrin, TCP-1) as immunodominant antigens recognized by auto-antibodies in
sera from patients with testicular inflammation.

To establish an immunodiagnostic assay recombinant human ER-60 was selected and
used for an ELISA development. Sera from the following groups were screened: healthy
normozoospermic men (n= 21, control group 1); male blood donors (n=21, control
group 2); patients with impaired semen quality (sperm concentration <15 mil./ml)
without symptoms of genital tract infection/inflammation (n=17, group 3); patients with
symptoms of genital tract infection/inflammation (n=32, group 4); patients with chronic
testicular inflammation confirmed by testicular biopsy (n=14, group 5); patients after
pharmacotherapy of genital tract infection/inflammation (n=18, group 6); patients with
acute epididymo-orchitis (n= 19, group 7).

Significantly increased (p<0.001) titers of auto-antibodies against ER-60 were found in
the sera from infertile men in group 5 followed by group 4. Anti-ER60 antibody titers
were significantly decreased (p<0.001) in serum samples from normozoospermic men
or healthy men with unknown fertility status (control groups 1 and 2).

Our preliminary results show that determination of ER-60 auto-antibodies in male
serum may be a promising marker for the diagnosis of asymptomatic inflammatory

processes in the testis and/or excurrent ducts.
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7 Anhang

Abkurzungsverzeichnis

AUC Flache unter der Kurve (area under the curve)
ASA Spermatozoen-Antikorper (antisperm antibodies)
C Celsius

CD4 Cluster of Differentiation 4

CD68 Cluster of Differentiation 68

CD8 Cluster of Differentiation 8

DNA Desoxyribonucleinséure

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EAO Experimentelle Autoimmun-Orchitis

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme- linked Immunosorbent Assay

g Erdbeschleunigung (9,81 m/s?)

h Stunde

H2SO4 Schwefelsdure

HPLC Hochdruckflussigchromatographie (high pressure liquid chromatograph)
Hsp Hitzeschockprotein

IEG Infektionen und Entziindungen des Genitaltraktes
19G Immunglobulin G

IL Interleukin

IPTG Iso-propyl-1-thio-p-D-Galactopyranosid

KCI Kaliumchlorid

KOH Kaliumhydroxid

LH Lutenisierendes Hormon

MHC Haupthistokompatibilitdtskomplex (Major Histocompatibility Complex)
MIF Makrophagen-Migrations-inhibitorischer-Faktor
mM Millimol

n Umfang der Stichprobe

NaCl Natriumchlorid
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NK- Zellen | Naturliche Killer Zellen
ODxy Optische Dichte bei einer Wellenldnge von xy nm
p Wahrscheinlichkeit
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlsung (phosphate buffered
PBS saline)
pH pondus Hydrogenii
PMN Polymorphkernige Neutrophile (Polymorphonuclear neutrophils)
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
ROC Receiver-Operating-Characteristics
rpm Umdrehung pro Minute (revolutions per minute)
RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecylsulfat
TCP-1 T-complex protein 1
TGF Transforming Growth Faktor
TMB 3,3, 5,5' Tetramethylbenzidine
TNF Tumornekrosefaktor
WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)
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