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1. Einleitung
Mehr als 15 % aller Paare in Deutschland sind z#® oder dauerhaft ungewollt kinderlos

(Bruckert, 199). Der andrologische Faktor spielt als Ursachedig Kinderlosigkeit eine
wesentliche Rolle. Er ist in 50% der Félle entsdbed, wobei 30 % der betroffenen Méanner
kein morphologisches Aquivalent ihrer Fertilitatssing aufweisen und somit als "idiopatisch
steril" klassifiziert werden. Die wesentlichen Tégieoptionen sind in diesen Féllen die
Methoden der assistierten Reproduktion. Hierbed dweutzutage, neben dartrauterinen
Insemination (IUl) und der klassischmvitro-Fertilisation (IVF), dieintracytoplasmatische
Spermiennjektion (ICSI) und, bei Fehlen von Spermatozoen Bjakulat, dietestikulare
Spermierextraktion (TESE) die erfolgversprechendsten Metimode

Enorme Fortschritte in der Gentechnik wirken siohdie Reproduktion aus, in dem sich die
Nachfrage nach ,Designerbabys” und der Verdnderamgelner Merkmale im Erbgut
haufiger stellt und die Moglichkeiten und Ergebaisslie Menschen lber Presse und
Fernsehen erreichen.

Die ersten Versuche der assistierten Reproduktieim bMenschen, dieintrauterine
Insemination (IUl), gehen vermutlich aldhn Hunteram Ende des 18. Jahrhunderts zuriick
(Toellner et al., 1994 Fur erfolgreiche Versuche am Menschen gibt es 86t sichere
Hinweise, als in der Zeitschrift 'Abeille medicale* zehn Beobachtungen einer
Schwangerschaft, nach voDr. Girault durchgefihrten intrauterinen Inseminationen
beschrieben werden. Die friheste soll aus dem 1B®8 stammen. Hingegen wird der erste
Fall humaner intrauteriner Insemination mit Speminages SpenderR.-L. Dickinson(1890)
zugeschriebenTellner et al., 199% Eine diesbeziigliche bis heute giltige Grundrggéit
auf Pajot (1877) zurtick: Dieses Vorgehen (IUI) ist nur ein letzter Auswegnw Ursachen
fur heilbare Sterilitit methodisch bei beiden Parim behandelt worden sind.(Toellner,
1990).

Die erste Befruchtung menschlicher Eizellen im Reaglas geht aufohn Rockund M. F.
Menkin die diese Versuche 1944 in den USA durchfihienjck Hertig et al. 1958 1957
gelangMin Cheun Changdie erste In-vitro-Fertilisation an Saugetiereraifiachen), aus
denen lebende Nachkommen hervorgingen. Den Englérfeatrick Steptoeund Robert
Edwardsgelang 1977 die erste erfolgreiche In-vitro-Fesdiion am Menschen. Das erste
aul3erhalb des Korpers gezeugte Kind, das ersteorfeebaby” also, ist Louise Brown, die
am 25. Juli 1978 in England geboren wu{8&ptoe & Edwards 1980

1992 wurde erstmalig erfolgreich ein Spermatozodrekt in die Eizelle injiziert

(Intrazytoplasmatische Spermatozoen Injektion: )J8hklermo et al. 1992 Mit der ICSI



werden somit sédmtliche physiologische Barrierendén Eintritt des Spermatozoons in die
Eizelle umgangen.

Untersuchungen belegen, dass die Matilitdt hum&parmatozoen ein wesentlicher Faktor
fur eine erfolgreiche Befruchtung der Eizelle bendvlethoden der assistierten Reproduktion
ist (Mahadevan und Trounson, 1984; Bongso et al., 198@ker et al., 1991; Hinney et al.,
1993; Morales et al., 1993 Die Motilitdit konnte diesbezlglich positiv mited
Schwangerschaftsrate nach IVF und der Penetradibiggfeit beim Hamster-Oozyten-
Penetrations-Test (HOP) korreliert werdetolt et al., 1985.

Die Wahrscheinlichkeit einer Schwangerschaft beimnsthen auf physiologischem Wege
hangt ebenfalls signifikant von der Motilitat dgpesmatozoen all_érsen et al. 2000). Die
Geschwindigkeit der Spermatozoen (um/s) als Pamrdet Spermatozoenfunktion korreliert
dabei positiv mit der Fertilisierungsrate (Holtagt 1985, Hinting et al., 1988, Grunert et al.,
1989, Bongso et al., 1989, Vantman et al.,, 1989]oBaet al., 1991). Die Erklarung ist
vermutlich, dass eine hohere Motilitat (Anteil nheti Spermatozoen in %) die Anzahl
Spermatozoen, die in vivo die Eizelle erreichen omtldieser interagieren kdnnen, erhoht
(Morales et al., 19983

Die Motilitdt humaner Spermatozoen ist somit eisessieller Faktor fir die Reproduktion
sowohl auf natirlichem Wege, wie in den Methodenassistierten Reproduktion. Sie lasst
sich pharmakologisch beeinflussen. Verschiedenest8nben wurden ausfindig gemacht, die
die Motilitat erhéhen kénnen. Unter den motilitétsfernden Substanzen sind die Kinine
Gegenstand vieler Untersuchungen geweSao( 1980; Kaneko & Moriwaki, 1981; Miska
& Schill 1990, 1994; Miuller et al., 1990; Schill &iska, 1992; Somlev & Helili, 1996
Andere Substanzen, wie beispielsweise das Methiixaderivat Pentoxyfillin, ein
Phosphodiesterase-hemmer, weisen ebenfalls gndilsante motilitatssteigernde Wirkung
auf Hellstrom und Sikka, 1989; Hammitt et al., 1989hKét al., 1993; Airbarg et al., 1994;
Stanic, 2002 Auch die Konzentration der, in der Steroidsysthaichtigen, Aromatase, die
in humanen Spermatozoen nachgewiesen werden kanmli&rt positiv mit der Motilitat
humaner Spermatozoebambard et al., 2003

Ein weiteres System, das Einfluss auf die Spernoatanotilitdit und Funktion hat, ist das
Renin-Angiotensin-System. Es ist im mannlichen Rdpktionstrakt nachweisbar und
verschiedene Untersuchungen belegen, das AngiotdhsfAll) die Motilitatsparameter
humaner Spermatozoen positiv beeinflussen kannesawider Modulierung der akrosomalen
Reaktion (AR) beteiligt istato, 1980; Kaneko & Moriwaki, 1981; Hellstrom uBtkka,
1989; Hammitt et al., 1989; Miska & Schill 1990¢cHi| & Miska; Muller et al., 1990, 1992;
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Kohn et al., 1993; Airbarg et al., 1994; Vinsonagt 1995, Somlev & Helili, 1996; Vinson et

al., 1996, 1997; Stanic, 2002; siehe auch Tabellekapitel 5.

Die beteiligten Peptide, ihre Rezeptoren und iHrarmakologischen Antagonisten sind auf
Grund der aktuell enormen Bedeutung fur die Theraj@r Hypertonie, des stattgehabten
Myokardinfarktes und der Herzinsuffizienz gut ustesht (CONSENSUS-Studie 1987,

SOLVD-Studie; 1991 und 1992, SAVE-Studie, 1992, HtI-Studie, 1999).

Das RAS bietet darliber hinaus die Mdglichkeit thetdischer Ansétze in den Methoden der
assistierten Reproduktion aufgrund seiner Lokabsatim humanen weiblichen und

mannlichen Reproduktionstrakt. All ist ein physmgikch im humanen Ejakulat vorhandenes
Peptid, das seine Effekte in physiologischer Kotzgion bewirkt. Versuche in der

Reproduktionsmedizin sind somit bezuglich einernéwellen Teratogenitdt oder Toxizitét

unbedenklich.

Es konnen Effekte beobachtet werden, die man giclien Methoden der assistierten
Reproduktion zu Nutze machen konnte. Einige Ergsenider verschiedenen Studien sind
jedoch unvollstandig oder widerspruchlich. Voratwseg fur eine klinische Erprobung ist

daher ein fundiertes Grundlagenwissen, was die reintbung der Wirkung der Peptide,

beteiligter Rezeptoren und gangiger Pharmaka imo vitoraussetzt. Die lUickenhaften

Erkenntnisse missen komplettiert werden und widécsiche Ergebnisse abgeklart werden.
Dies ist eine Voraussetzung fur eine Erprobung ienversuch und vielleicht eines Tages als

medikamentoser Zusatz in den Methoden der assgsti®eproduktion.
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1. 2. Aufbau und Funktion menschlicher Spermatozoen

Spermatozoen sind DNA-Vektoren, ihr Aufbau ist petfisch (Abb. 1-3). Reife
Spermatozoen entstehen im Keimepithel des Hodeokimikroskopisch(Abb. 1 und 2)
ergibt sich lediglich die grobe Unterteilung in 8patozoenkopf und Flagellum (= Geil3el).

Frantalansicht {a.p.} Seitenansicht
} Akrosom {
Kopf
Hals und
Mittelstiick
Schwanz
" (GeiBel )
a W b

Abb. 1: Lichtmikroskopischer Aufbau eines humaneperr8atozoons, grafische
Rekonstruktion (Ludwig et al. 1996).

Das Flagellum gliedert sich in vier Anteile: Dddalsstick das meist durch einen
Zytoplasmatropfen verdeckt wird, stellt Reste desldplasmatischen Retikulums dar. Ihm
folgt Mittel -, Haupt - und Endsttickvelche der Fortbewegung dienen.

Abb. 2: Reifes Spermatozoon: Ovaler Kopf, HalstieM4itlick, gestreckte Geil3el.
Papanicolaoufarbung, VergrofRerung x 640 (Ludwiglet996)
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Elektronenmikroskopisch kénnen den genannten Abdehndetailliertere Informationen
entnommen werden (Abb. 3). In der Aufsicht erschéer ca. 4um lange und ca. 2 um dicke
Kopf tennisschlagerformig, seitlich betrachtet laufzer Spitze hin birnenférmig aus. Dieser
enthalt den Kern und darin di2gNA Der Kern beinhaltet dicht gepacktéaryoplasma in
dem sich regelméRig Vakuolen identifizieren lasseem Kopf sitzt kappenférmig das
Akrosom (griech.Akront die Spitze, der Gipfesomader Korper) aufEs entwickelt sich aus
dem Golgiapparat der Spermatideelflond & Clermont, 1952; Fawcett 1975; Bellve &
O’Brien, 1983 Es stellt somit ein modifiziertes Lysosom darglehes eine Reihe
hydrolytischer Enzyme beinhaltéie wichtigsten sind Hyaluronidase uA#rosin. Letztere

ist eine trypsinahnliche Proteinase, die die Patietr der Zona pellucida als Schliisselenzym

ermdoglichen soll.

Abb. 3: Grafische Rekonstruktion elektronenmikrpsdacher Befunde. K: Kopf, MS:
Mittelstlick, HS: Hauptsttick, ES: Endstick. Ver@800fach; A: Akrosom, K: Kern, KM:
Kernmembran, PS: Postakrosomale Scheide, Z: Zydomé&opfen, M: Mitochondrium, An:
Anulus, R: Ringfaser, Ax: Axonema. Vergr.: x 21(HM@Istein et al. 1981).

Die Hyaluronidase soll die Penetration des Cumabyshorus erleichterrSghill, 1975; Schill

et al.,, 1988 Saure Phosphatase lasst sich als weiteres Enzygmer Konzentration von
100-300ug/ml nachweisen. Dekufbau des Akrosoms gliedert sich in eine ,auliere
akrosomale Membran®, die sich unter der Plasmamamibefindet, der Matrix und der
.inneren akrosomalen Membran®, die der Kernmemilanaitiegt. Die zentrale Bedeutung des
Akrosoms liegt in der akrosomalen Reaktion, Zondbng und Zonapenetration. Unter
»akrosomaler Reaktiorf subsumiert man die Freisetzung der Stoffe, diePenetration der
Eihdllen notwendig sind. Dies erfolgt physiologieciWeise bei Kontakt des Spermatozoons
mit der Eizelle. Die Zellmembran im hinteren Antekist einen besonderen Aufbau auf und

wird postakrosomale Scheide genannt. Der Ubergamg Elagellum erfolgt tiber die so
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genannte Basalplatte direkt im Anschluss an den Kern. In dieser Regish die
Kernmembran haufig abgeldst vom Karyoplasma und vieten Poren versehen. Das
Flagellum ist insgesamt 50 — 60um lang und wird in vier G&ikiche untergliedert: Hals-,
Mittel-, Haupt- und Endsttick, es ist ca. zehnmabgét als der KopfGummins & Woodall,
1985. Das Halsstick enthalt den so genannten Streifenkorpegjcher aus dem
ursprunglichen kernnahen Zentriol entsteht. In @i@&ng schlie3t sich das Axonema an,
welches ebenfalls aus dem kernnahen Zentriol hgeldr(das distale Zentriol ist beim reifen
Spermatozoon nicht mehr erkennbar). Das Axonematvdein zilientypischen Aufbau aus
zwei zentralen Einzel- und neun peripheren Doppeliu auf, welche durch Dyneinarme
verbunden sind (klassisches 9 + 2 — Muster). Didsgibau ist enorm wichtig fur die
Fortbewegung, bei Fehlen der Dyneinarme resultienemotile Spermatozoem\{zelius et al.,
1975. Im 3,5 — 5um langen Mittelstlick wird das Axonema helikal (&8.— 15 Windungen)
von Mitochondrien umgeben, welche als Gesamthataigentliche ,Antriebsaggregat” der
Spermatozoen darstellen. Sie sind fur die Energiggring zustéandigan Deurs & Lastein,
1973. Das Mittelstiick schliel3t mit dem so genanten lAsuab, einer ringformigen,
elektronendichten Struktur. Die folgenden 40 — 5@ werden als Hauptstlck bezeichnet, der
Durchmesser nimmt nach distal hin ab (0, 5 -> Q). Es enthalt weiterhin das Axonema,
Langsfasern, die eine Schienung bewirken und sdemtBewegungsumfang begrenzen und
Ringfasern, letztere durch seitliche ,Leisten* desnt. Es handelt sich hierbei um die so
genannten Mantelfasern, nicht kontraktile, pastastesche ElementeBéccetti et al., 1973;
Swan et al., 1980; Henkel et al., 1992; Stalf et H93. Sie sind fur die Progressivmotilitat
mitverantwortlich, in dem sie den Ausschlag degé&llams begrenzen und federnd Energie
in Bewegung umwandeln. Den Abschluss macht sinn8etla&d Endstiick. Mit 4 — gum ist

es relativ kurz und nur 0, 2um dick. Seine Besonderheiten sind das Fehlen vogf&sern
und das Fehlen der klassischen 9+2 Anordnung dbulTuDiese sind hier nur noch als
vereinzelte Tubuli vorhanden. Die Funktionen vietkeser Strukturen sind unklar. Als
gesichert gilt die Bedeutung von Akrosin, nebeneaed Enzymen, bei der Penetration des
Spermatozoons in die Eizelle (siehe Kapitel 1.®)eralls an der Kontaktaufnahme mit der
Eizelle beteiligt ist das aquatoriale Segment désogoms. Die Steuerung der Bewegung
erfolgt im Halsstuck, im Mittelstick sind die Miteondrien fur den Energiestoffwechsel
zustandig. Die beschriebene Architektur des Flagal erméglicht die Fortbewegung der
Spermatozoen durch ein kompliziertes Ineinanddegraler aktiven und passiven Elemente.
Die Bewegung des Flagellums ist ,schrauben- undew&irmig“. In Tabelle 1 folgt eine
Zusammenfassung von Aufbau und Bedeutuley wichtigsten Strukturen menschlicher

Spermatozoen.
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STRUKTUR

Beschreibung

Spermatozoenkopf

= Kern + Akrosom + postakrosomale Region

- Form: Aufsicht

Seitenansicht

- ,Tennisschlager*

- ,birnenférmige” Verjingung zur Spitze hin

- Lange

-3,4—-4, um

- Dicke

-1,5-2, &m

- Wichtige Strukturen

-

D

- Kern - stark verdichtetes Karyoplasma (enthalt die DINA) vereinzelten
Vakuolen

- Akrosom - ,mutzenartig“ dem Kopf aufsitzend; geht aus déoigiapparat hervor
- enthalt verschiedene Enzyme, u. a. Akrosin

-Postakrosomale - eingehdllt von ,postakrosomaler Scheide*, eirpgzalisierten

Region Zellmembran
Das Flagellum ist tGiber eine Basalplatte am Kernlamigert. In diesem Bereic

Konnektion erscheint die Kernmembran haufig abgelést vom Kaasma und mit
zahlreichen Kernporen versehen.

Flagellum = Hals- + Mittel- + Haupt- + Endstick

- Halsstlick - Streifenk6rperenthalt das urspriinglich kernnahe Zentriol
- Axonema In T-Stellung zum Streifenkdrper, aus dem kermmah

Zentriol hervorgegangen (distales Zentriol niclethr erkennbar).
- Aufbau 2 zentrale Einzel- und 9 periphere Doppeltubuli
(klassisches 9 + 2 —Muster, Tubw@lisitmodell)

- Mittelstiick 3,5 — 5um lang, 0,8um breitAxonema wird von Mitochondrien helikal (ca. 10
— 15 Windungen) umgeben; Abschluss mit dem so ge#aan Anulus:
ringférmige elektronendichte Struktur

- Hauptstlck 44 — 50 um lang Durchmesser nimmt nach distal ab (0, 5 -> @2
Bestandteile: Axonema, L&ngsfasern und Ringfasetatere durch seitlich
.Leisten* geschient

- Endstiick 4 — 6 um lang, 0, 2 um dick, keine Ringfasern, Tubuli nicht mehr in 942

Anordnung, nur noch als vereinzelte Tubuli

Tabelle 1: Charakteristika humaner Spermatozoen
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1. 3. Spermatozoenreifung und Eizellinteraktion

Die Fertilisation ist ein komplexer, multifaktoriet Prozess, bei dem Eizelle, Spermatozoon
und umgebendes Milieu einander angepasst sein mu$3er Ausfall eines einzigen
wichtigen Faktors in diesem Prozess kann Infeitiltur Folge haben. Mannliche Sterilitat
wird von Mangel an Quantitdt und/oder Qualitat depermatozoen bestimmt. Die
Spermatogenese ist hierbei das kritische EreigMgeitere Einflisse sind Alter,
Umweltfaktoren und Gesundheitszustand. Die Eizeflass einen gewissen Reifegrad
erreichen, um befruchtet werden zu kdnnen. Hierbess neben der Reife des Ooplasten
(Trounson & Webb, 1984auch die Zona pellucidd ¢esarik & Kopecny, 198@ereift sein.
Die Zona pellucida muss dabei die Fahigkeit zurr®p&ozoenbindung aufweiseRranken

et al.,, 1991a, 1993; Bedford & Kim, 1991; Oehningéml., 199). Das Spermatozoon muss
die Fahigkeit haben, die Eizelle zu erreichen umdie Eizelle einzudringen.

Die Entwicklung eines reifen, humanen Spermatozdmngitigt einen Zeitraum von ca. 82
Tagen, danach ist es allerdings noch weitgehendwaglich Heller, C. G. & Y. Clermont,
1964). Peristaltische Bewegungen, beférdern die uemeBpermatiden nach ca. 70 Tagen
Entwicklung in das Rete testis, von wo aus dieseainl2 Tagen in den Nebenhodenschweif
gelangen, wo sie gespeichert werden. Das fertigkugt enthalt zu tber 90% Bestandteile
aus Prostata, Blaschen- und weiteren kleinen Drésélang der Harnsamenrdhre, die unter
anderem die Beweglichkeit reifer Spermatozoen iretan.

Spermatozoen sind nach ihrem Austritt aus den Tuserniniferi zundchst unreif. Der
Prozess den sie durchlaufen, um befruchtungsfanigwerden, wird als epididymale
Reifungsphase bezeichnétiirichsen-Kohane et al., 1984Die epididymale Reifungsphase
vermittelt die Fahigkeit zur progressiven Fortbewsg der Spermatozoefrgwcett, 1975;
Eddy und O’Brien, 1994 Die Aktivitit der Adenylatcyclase und cyclische
Adenosinmonophosphat (cCAMP)-Konzentration im Speéoz@on korrelieren positiv mit der
Spermatozoenmotilitéat Ighikawa et al., 1989 Hierbei ist der Energielieferant
Adenosintriphosphat (ATP), welches die Energie dig Dyneinarme bereitstellFéwcett,
1975; Eddy und O’Brien, 1994 Dies erfolgt Uber eine Spaltung des ATP durch di
Adenylatcyclase, wobei CAMP entsteht.

Das Spermatozoon weist die héchste Bindungskapdait& AMP im Flagellum aufEddy
und O’Brien, 1994 Die Inaktivierung erfolgt, wie in anderen Gewebauch, Uber
PhosphodiesteraseBddy und O Brien, 1994, Fisch et al., 199ie Eigenbeweglichkeit der
Spermatozoen wird in der Cauda epididymis induzigustin, 198% Dies geschieht durch
Kontakt der reifen Spermatozoen mit Komponenten Sieminalplasmas, hauptsachlich aus
Prostata und Vesicula seminaliSooper, 1985 Neben der Induktion der Beweglichkeit, hat
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der Kontakt mit dem Seminalplasma zur Folge, dass ndannlichen Gameten mit so
genannten Dekapazitationsfaktoren (,sperm-coaganéis) lberzogen werden. Diese
stabilisieren das Akrosom wodurch die Spermatozegtveilig nicht befruchtungsfahig sind
(Oliphant et al., 1985). Wahrend des Kapazitationsvorganges, des abschtefle

Reifungsprozesses (siehe unten), werden diese reakentfernt, es findet weiterhin eine
Modifikation der Spermatozoen- und Akrosomalmemistatt Y anagimachi, 1981

1. 3. 1. Kapazitation

Nach der Emissio des Ejakulates in die Vagina uesl Eintrittes der Spermatozoen in den
Zervikalkanals erfolgt der Transport in die Tubeeitgehend passivCfoxatto et al., 1978
Der Weg zur Eizelle weist physiologische Hinderaisauf (Cervix-Mucus-Barriere,
Gegenstrom der Oviductflissigkeit, Enge des Tubeke&ls, u.a.). An der Eizelle angelangt
erfolgt zunachst die Kumulus-Passage, deren Voetssg ein Reifungsprozess der
Spermatozoen istCprselli & Talbot, 1987, Cummins & Yanagimachi, 2p8ieser dauert
mehrere Stunden und wird als Kapazitation bezetcffestin 1951, 1960; Chang 1984nd
beginnt, sobald die Spermatozoen das SeminalplasnassenRRobertson et al., 1938Der
Prozess der Kapazitation kann experimentell dudcifRds Entfernen des Seminalplasmas
induziert werden. Die Kapazitation ist bei den nexisSaugetierspezies hormonabhangig:
Wahrend Ostrogene, die im Follikelmilieu vorhermsech die Kapazitation begiinstigen
respektive induzieren, vermag Progesteron dieseemmen oder sogar wieder riickgangig zu
machen Villiams, 1972.

Fir die Penetration der Zona pellucida wird untedeiem eine Anderung der Motilitéat
kapazitierter Spermatozoen verantwortlich gemadfdtz et al., 1998 Die progressiv
gerichtete Motilitdt nicht kapazitierter Spermateao andert sich zu Gunsten einer
ausgepragten Auslenkung der Flagellen mit seittidkepfauslenkung Burkman, 199p
Obwohl noch nicht alle Details der Kapazitation gaiiart sind, sprechen die bisherigen
Ergebnisse dafir, dass ein Teil dieses Prozessddikémionen der gesamten Spermatozoen-
Plasmamembran sindAgstin 1960. Hierdurch kommt es zur Membrandepolarisation
(Williams, 1972; Yanagimachi et al., 1973, Austin, 197500I& Hamilton, 1978 Es &ndert
sich die Lipidzusammensetzung und dadurch die Manfluiditdt Ravnik et al., 1993;
Langlais & Roberts, 1985; Yangimashi, 1994; Viscettal., 1998. In der Folge erwerben
die Spermatozoen die Fahigkeit zur akrosomalen tReBakAR) und Bindung an die Zona

pellucida Fraser, 1998; Jaiswal et al., 1998
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1. 3. 2. Akrosomale Reaktion

Die AR ist ein exozytischer Prozess, deren ultukstirelle Veranderungen von Barros et al.
(1967) beschrieben wurden (Abb. 8). An der AR undi@r Bindung an der Zona pellucida ist
unter anderem Angiotensin-Converting-Enzym (ACEelbigt (Foresta et al., 1991; Kohn et
al., 1995; Hagman et al., 1998).

Es sind sowohl physiologische, wie nicht-physiodotpe Induktoren der AR bekannt:

Zu denphysiologischezéhlen unter anderem Follikularflissigkéitukerjee & Lippes, 1972,
Oliphant et al., 1977; Miska et al., 1994Cumulus oopherusSiiteri et al., 1988
Progesteron @sman et al., 1989; Blackmore et al., 1990, Moragtsal.,, 1992 Zona
pellucida-Proteine Rleil & Waserman, 1983; Cross et al.,, 1988; Henkelal.,, 1998
Glycosaminoglycane wie Heparin und Hyaluronsattandrow et al., 1982; Delgado et al.,
1988, sowie biogene Amine wie Katecholamimdgjzel & Working, 198D

Zu dennicht-physiologischerinduktoren der AR gehort beispielsweise Calciumejzhor
A23187 Green, 1978; Jamil & White, 1981; Mortimer & Camaemz 1989. Es macht die
Membran fur Calcium permeabel, die Auslosung derekieicht maximale Wertel ésarik,
1985. Ein physikalischer Induktor ist niedrige Tempgara(4°C) Mahi & Yanagimachi,
1973; Sanchez et al., 19901

Gehen Spermatozoen zugrunde kommt es zur falschdajenerativen akrosomalen
Reaktion Meizel, 1978 ohne die charakteristische Fusion der akrosomdiembran mit der
Plasmamembran.

Als Second-messenger dient vermutlich die G-Preteimittelte Aktivierung von
Phospholipase C, auch wenn mehrere, unter andereoteirfkinase A und die
Guanylatcyclase, beschrieben werd2aneveld et al. 1991 Die aktivierte Phospholipase C
fuhrt zur Depolarisation spannungsabhédngiger loaedale, die einen Calciuminflux
ermoglichen, welcher die AR einleiteBtorey & Kopf, 1991 Die aktivierten G-Proteine
fuhren weiterhin zur Generierung von cAMP und dartdur Phosphorylierung verschiedener
Proteine Brucker & Lipford, 199% Zun&chst kommt es zur partiellen Verschmelzuag d
Plasmamembran und der akrosomalen Membran. EsleetstHybridmembranvesikel, die
hydrolytische Enzyme beinhalten (Proteasen wie thgalidase und Akrosin, N-Acetyl-
Glucosidaminidase und Glukuronidase) und freiset@ém innere akrosomale Membran wird
zur Spermatozoenoberflache, die nun unter anderdaoshmolekile aufweist. Die
proteolytischen Enzyme auf der Spermatozoonobédldinden und lysieren nun die Zona
pellucida. Der distale Anteil der akrosomalen Meambrbleibt zun&chst erhalten und
verschmilzt mit der Plasmamembran. An dieser Stadiginnt die Vereinigung von Eizelle
und SpermatozoorA(stin & Bishop, 1958; Barros et al., 1967; Meia€185, Langlais &
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Roberts, 1985; Yudin et al, 1988 Die AR induziert neben den erwdhnten
Membranveranderungen auch Proteinmodifikationenaguatorialen und postakrosomalen
Bereich des Spermatozoons, wodurch die Fusion eém&mbranen von Spermatozoon und
Eizelle erméglicht wird Rochwerger et al., 1992Die Aktivierung der Eizelle fihrt zum so

genannten Polyspermieblock (siehe unten).

Spermatozoenplasmamembran 1
aullere akrosomale Membran

Akrosomale Matrix

N~NoubhwWNER
i

Kernmembran

2
3
Innere akrosomale Membran 4
5
Nukleus 6

7

Aquatorialsegment

Abb. 4: Akrosomreaktion (AR)

A) Vor der AR,B) Wahrend der AR: Multiple Fusionen zwischen Plasnmabmen und
aulierer akrosomalen Membran mit Freisetzung dessaknalen

Inhalts,C) Abgeschlossene AR mit Exponieren des &quatoriadgmeénts.

(modifiziert nach Lipshultz et al., 1997)

1. 3. 3. Zona pellucida-Interaktion und Polyspermiblock

Die ZP stellt eine Barriere fur die Spermatozoen die& umgibt die Oozyte und enthalt eine
Vielzahl charakteristischer Glykoproteine. Nach sa&mani987) lassen sich in der ZP drei
charakteristische Glycoproteine nachweisen, dieneMausmodel als ZP1 (Strukturprotein),
ZP2 und ZP3 (beides Bindungsproteine) bezeichn&R®8 soll die AR induzieren und
Liegand des Spermatozoenrezeptors $&iwil(& Wassarman, 1986, Yanagimchi, 199Die
Interaktion der ZP mit den Spermatozoen ist eirhger Schritt im Fertilisationsprozess, der
speziesspezifisch isSyvenson & Dunbar, 1982; Menkveld et al., 199er so genannte
Polyspermieblock wird durch die Fusion des Spermwins mit der ZP induziert und
verhindert das Eintreten mehrer Spermatozoen irEdielle Wolf, 1981; Sathananthan &
Trounson, 198 Man unterscheidet den schnellen Polyspermiebldek eine Depolarisation
der Eizellmembran durch das eindringende Spermatozdarstellt vom langsamen,
definitiven Polyspermieblock (=Kortikalreaktion).idtbei kommt es zur Ausschittung von
oberflachlich angeordneten zytoplasmatischen Vésiksog. Kortikalgranula) in den
perivitelinen Raum. Die ausgeschutteten Enzymehiwdern das Ankoppeln anderer

Spermatozoen an die Oberflachenmembran der Einetlbartendie Zona pellucida aus.
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1. 3. 4. Akrosin

Neben den Zona pellucida-Proteinen besitzen veithutlveitere Komponenten der
Plasmamembran und der inneren akrosomalen Membeaepforeigenschaften. So sollen
beispielsweise Proakrosin- und Akrosinmolekile einehtige Rolle spielenJpnes et al.,
1988; Jones, 1991; Topfer-Petersen & Henschen, [198¢h & Patel, 199). Akrosin ist
eine saugetierspezifische, trypsindhnliche Serteprase, die wahrend der AR freigesetzt
wird, (Stambaugh, 1978; Harrison et al., 1982; Hedrickakt 1988; Zaneveld & DeJonge,
1991). Die Aktivitat im Ejakulat betragt 50-200mU/mlrdakrosin ist die zymogene Form
und kommt in frisch ejakulierten Spermatozoen e biochemische Struktur von Akrosin
(Fock-Nuzel et al., 1984; Schill et al., 1988owie der GenlocusK{emm et al., 1991;
Kremling et al., 1991 wurden determiniert. Fehlt Akrosin oder wird dienwandlung von
Proakrosin zu Akrosin durch Inhibitoren wie Benzdim (Brown & Harrison, 1978
gehemmt, kommt es nicht zur FertilisatidBtgmbaugh & Buckley, 1970; Zaneveld et al.,
1970; 1971; Wolff et al., 1976; Schill et al., 19&1u & Baker, 1993; Moore et al., 1993
Die nichtenzymatische Molekildomane des Proakrosimglet an ZP2 und hat somit
Rezeptoreigenschaften. Nach partieller Aktiviersotj Akrosin, der enzymatisch aktive Teil,
fur die lokale Auflosung der Zona verantwortlichrs€Urch et al., 1985a, Y Akrosin ist
somit ein wesentlicher Faktor fur die Zonabindungd u-penetration der Spermatozoen
(Rogers & Bentwood, 1982; Polakoski & Siegel, 198B6pfer-Petersen & Henschen, 1987;
Tesarik et al., 1988aWeiterhin soll Akrosin an der Kapazitation, arm deiggerung der AR
(Marushige & Marushige, 1978; Meizel, 1985; Habenjchl987% und an der
Chromatindekondensation wéhrend der Ausbildung rdéanlichen VorkernsHabenicht,
1987; DeJonge et al., 1989; Nuzzo et al., )986teiligt sein. Uber eine Freisetzung von
Kininen aus Kininogenen soll Akrosin zudem zu eirfétimulation der intrauterinen
Spermatozoen-Migration beitrage&chill et al., 1979; Kaneko & Moriwaki, 1981; Sc¢hsi
Miska, 1992 Wird die Akrosinaktivitat beispielsweise durch rypsin-Inhibitoren
aufgehoben, ist eine ZP-Penetration nicht moéglmidem ist die AR der ZP-gebundenen
Spermatozoen reduziertig & Baker, 1993; Llanos et al., 1994 An die Spermatozoen-
Eizellfusion schliel3t sich die 2. Reifeteilung &er Plasmogamie folgt die Karyogamie. Mit
Ausbildung der Zygote ist die zellulare Befruchtu@ametenverschmelzung; Syngamie)
abgeschlossen und es erfolgt die 1. Furchungsteidiberts et al., 1990 In vitro kann die
Fusionsfahigkeit menschlicher Spermatozoen mit dEd76 von Yanagimachi et al.
entwickelten Hamster-Ovum-Penetrationstest betiteiiden.
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1. 4. Pharmakologie des Renin-Angiotensin-SysteRAE)

Exogene und endogene Faktoren beeinflussen die @mgehumaner Spermatozoen z. B.

durch Wechselwirkung von Peptiden mit Rezeptoreh dmu Spermatozoenmembran. Sie

lassen sich heute differenzieren, beschreiben badmakologisch beeinflussen.

Eines dieser Systeme ist d&allikrein-Renin-Syster(Abb. 5, S. 22). Andere Bezeichnungen

wie Renin-Angiotensin-System (RA8M Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
belegen die enge Verknlipfung mit anderen FaktoeerkKdrperhomdostase.

Der Begriff RAS betont die Kaskade ausgehend vogidtensinogen und vernachlassigt die

Kininogen-Kaskade. Da sich diese Arbeit mit der idbgnsinogen-Kaskade beschaftigt, wird

im weiteren Verlauf der Begriff RAS benutzt.

1. 4. 1. Physiologie des RAS

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) wurde in vie@@weben des menschlichen Kérpers
nachgewieserfCampbell, 1987; Johnston, 1992, vergleiche Tab2|l&. 28) Es reguliert
unter anderem Herzkreislaufsystem und Wasserhdusésimenschlichen Organismus tber
eine komplexe und fein abgestimmte Peptidkaskat.(B), Peach, 1977, Reid et al. 1978,
Phillip, 1987, Stroth & Unger 1999, De Gasparo €t2000. Das Grundschema der Kaskade
kann durch eine Vielzahl weiterer Enzyme wie Chyenasd verschiedene Endopeptidasen
erganzt werden. Die beiden Peptidkaskaden laufeaiprell unabhangig voneinander ab und
sind durch das Angiotensin-Converting-Enzyme (A@tiginander verbunden.

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System(RAAS) regelt, neben anderen Mechanismen,
kurz und mittelfristig demlutdruck (Knox & Granger 1987, Johnston et al., 1992, Sabolic
& Brown 1995:

Intravasaler Volumenmangel fuhrt unter anderem zgderfusion der Nieren. Sinkt der
Blutdruck in den NierengefalBen um mehr als 10-15gmilird konsekutiv aus den
Granulazellen des juxtaglomerularen Apparates, uatederem tbep; — Adrenorezeptoren
vermittelt, das proteolytische Enzym Renin freiggse

Tabelle 2 (S. 28) gibt einen Uberblick tiber Wigrteilung von AT1 und ATigh Korper, deren
Transduktionsweg sowie die daraus resultierendekiNgen. Es gibt Hinweise darauf, dass
im mannlichen Reproduktionstrakt auch AlV synthetiswird. So lassen sich in der Prostata
AlV-Rezeptoren nachweisen, deren Funktion jedoatabg weitgehend unklar isDinh et

al. 2001h.

Neben einer starken vasokonstriktorischen Wirkubgr (AT1 fordert All die Sekretion von

Antidiuretischem Hormon (ADH, Vasopressin) aus deéitgpophysenhinterlappen (der
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erhohte Dehnungszustand der Herzvorhofe, als Zeielmer Hypervolamie hemmt die ADH-
Sekretion, sogGauer-Henry-Reflexniedriger Dehnungszustand fordert die ADH-Sekrgti

Angiotensinogen

Kallikrein Renin

Kinine Angiotensin |

ACE =

iSp Anglotensin Il
/ Angiotensinasen
AT1/AT2 iSp

iISP= inaktive Spaltprodukte
AT1/AT2: Angiotensin 2 -Rezeptor Typl/Typ2
ACE: Angiotensin Converting Enzyme

Abb. 5: Kallikrein-Renin-System:

Die Kaskade hat zwei Arme, die durch die Dipeptiagdoxypeptidase Angiotensin-
Converting-Enzym (ACE, Kininase Il) miteinanderbterden sind: Auf der einen Seite flihrt
Kallikrein zur Bildung aktiver Kinine aus den Var&n, den Kininogenen. ACE inaktiviert
die Kinine. Auf der anderen Seite fuhrt Renin ziloliu®ig von Angiotensin | (Al) aus dem
Globulin Angiotensinogen, dass hauptséachlich inldgver synthetisiert wird. Al wird durch
ACE in das aktive Peptid Angiotensin Il (All) Gldmit. All vermittelt seine Wirkungen
hauptsachlich Gber All-Rezeptoren Typ 1 und 2 (AAA. AT2).

ADH reguliert die Permeabilitdt der Sammelrohre HizO und reguliert so die Osmolaritat
des Blutes, es hat in hoherer Konzentration eblen@ahe vasokonstriktorische Wirkung,
daher das Synonym Vasopressin. Weiterhin fordektdfd Freisetzung von Aldosteron aus
den Nebennierenrinden, weswegen das RAS oft auchR&#nin-Angiotensin-Aldosteron-
Systerti (RAAS) bezeichnet wird Aldosteronférdert die Natrium-Rickresorption in den
distalen Nephronabschnitten und reguliert so dasavasale Volumen. Neben dem

systemischen RAS, lasst sich auch lekales RAS identifizieren, das sich in verschiedenen
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Geweben, auch dem Reproduktionstrakt nachweiseh ([@sschepper et al., 1986; Soubrier
und Corvol, 1990; Mulrow 1992; Dostal et al., 1992ilips et al., 1993; Hagamann et al.,
1994. Dieses lokale RAS wird vermutlich nicht durchsdaystemische RAS reguliert.
Angiotensinogen wird lokal produziert und paraksezerniert. Fur Ratten liel3 sich eine
Regulation durch hypophysare RegulationsmechanismaehweisenNaruse et al., 1984
Die lokale Reninproduktion lie3 sich durch Hypoptktomie reduzieren, humanes
Choriongonadotropin (HCG) hingegen, konnte die Bktidn stimulieren. Okuyama et al.
(1988) konnten einen Konzentrationsanstieg von mRemd Angiotensin Il in der Vena
spermatica von Mannern nachweisen, die mit HCG rdiawurden.

Die Funktion des lokalen RAS ist bei weitem nictit &lle Gewebe geklari/{nson et al.,
1997. Die erwdhnten Studien haben jedoch eine Vielzabh Mechanismen und
Zusammenhangen mit dem Vorgang der Reproduktiomohgebracht, die eine wichtige
Bedeutung des RAS fur die menschliche Reproduktienmuten lassenQ( Mahony et al.,
2000, Leung et al., 2003iehe Tabelle 6, S. 117). Gewebestandiges RA8aevmehrfach im
Reproduktionstrakt nachgewiesdtaqdy et al., 1984; Vinson et al., 1995, 1p97

1.4.1. 1. Renin

Reninist einGlykoprotein aus 340 Aminosauren, es wird im Bereich des juatagruléren
Apparates von spezialisierten Zellen ¥as afferenm die Blutbahn abgegeben.
Sekretionsstimuli sind Abfall des renalen Perfusionsdruckes, Abnakle® Na-Bestandes
des Organismus sowie sympathische Aktivierung 3p&ezeptoren.

Als Protease spaltet es vomay-Globulin Angiotensinogen welches in diesem Falle
hauptsachlich aus der Leber stammt, das DekapAptgbtensin | (Al)ab (Abb. 9 und 10)
Neben Renin lassen sich im Seminalplasma noch ené&szyme identifizieren, die
Angiotensinogen aufspalten. Unter anderem entst@hgiotensin 3= des-Aspl-Angiotensin
2) undAngiotensin 1-bderAngiotensin 4Angiotensin 6-8 Fur letztere wurden spezifische
Bindungsstellen an Zellmembranen beschrielbdiigrwing et al., 1993.

Al wird durch die Dipeptidylcarboxipeptidase Angiotensin Convertingzfme (ACE)n
Angiotensin II(All) Gberfuhrt. All ist somit ein Octapeptid. Diasokonstriktive Potenz ist
10 bis 40 Mal groRRer, als die von NoradrenattoCk et al. 1995; Unger et al., 199@lI
kann die Blut-Hoden-Schranke nicht passiefenl€rs und Riordan, 1989Die Quelle lokal
gebildeten All ist nicht fur alle Gewebe geklartirF Nebennierenzellen, Leydigzellen und
den Nebenhoden gibt es Untersuchungen, die belatpss, die Effektorzellen selbst die
Quelle von All sind Pandey et al., 1984; Urata et al., 1994a; Zhaolet296.
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1.4.1. 2. ACE

ACE ist eineDipeptidylcarboxypeptidasees spaltet also eiDipeptid vom C-terminalen
Ende des Al ab.

Weiterhin inaktiviert ACE Kinine $oubrier et al., 1994 weswegen es auch als Kininase Il
bezeichnet wird. ACE ist ein membrangebundenes iandgs vor allem in der Lunge an der
luminalen Seite des GefalRendothels vorhanden ist.

Abbildung 6 zeigt die chemische Struktur der bestienen Peptidkaskade und den
Ansatzpunkt von ACE am Al-Molekil. Auch bei vollstiiger Hemmung des ACE kann
immer noch All entstehen. Dies geschieht unter saxdedurch ein als Chymase deklariertes
Enzym. Dies erklart, dass eine Blockierung der Rexen zu einem volligen
Wirkungsverlust filhren kann, eine Hemmung des Emsz@@E hingegen nicht. Allgemein
als Angiotensinasen bezeichnete Enzyme fuhren zaktivierung des Octapeptids All,
welches seine Wirkung tber spezifische Rezeptovérder Zellmembran vermittelt. Diese
Rezeptoren werden einschlagig als All-Rezeptorerzeibenet. Membrangebundenes
Angiotensin Converting Enzym (ACE) wurde zudem albfimanen Spermatozoen
nachgewiesenK@hn et al., 1998a Wahrend der Kapazitation zeigte sich in mehreren
Studien die Freisetzung von ACE von der Zellobelf& Foresta et al., 1987, Kéhn et al.,
1995.
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Abb. 6: Die Angiotensin-Kaskade (links, modifiziesich Loffler & Petrides, 1999) und der
genaue Wirkungsort von ACE (rechts, modifiziedmiillmann & Moor, 1999).
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1.4.1. 3. All-Rezeptoren (AT)

Die meisten bekannten Wirkungen von All werden Hulliese spezifischen All-Rezeptoren
vermittelt €. g. Quali et al., 1992 Es werden vor allem diemembrangebundenen All-
Rezeptorenlyp 1 (AT1) und Typ 2 (AT2) unterschieden. All-Retaren gehdren zu der
Gruppe der Sieben- Transmembrandoméanen-Rezeptooeid bestehen aus verschiedenen
UntergruppenNlurphy et al., 1991; Sasaki et al., 199Ih der Regel unterscheidet man eine
a- und eing3- Untereinheit. Die Signaltransduktion verlauft tilbiegend Uber G-Proteine.
Der ATL1 lasst sich in Ratten und Mausen in zweiid#en untergliedern, den AT1 A und
AT1 B, welche zu 94% homolog sinBdrgsma et al., 1992; Sandberg et al., 1992; Sasamu
et al., 1992; Lewis et al., 1993Beim Menschen wurde diese Untergliederung roefitnden
(Bergsma et al., 1992 Die beiden Untertypen sind homolog aber unteesitich reguliert
(Chaki und Inagami, 1992; Jarvis et al., 1992; Kitast al., 1992. Es gibt Hinweise auf
weitere Untertypen des ATChaki und Inagami, 1992; Jarvis et al., 1992; Sehgl., 1992;
Tsutsumi und Saavedra, 199Die Differenzierung der Rezeptoren erfolgt naoblekularen
und pharmakologischen Kriterien:

Es wird vermutet, dass die AT einer Rezeptorintesieaung nach All-Bindung unterliegen
(Vinson et al., 1997 All bindet mit gleicher Affinitdit an AT1 und ATZde Gasparo &
Whitebread, 1996

Die Klassifizierung der AT erfolgt nach ihrer Spéat fur die Bindung des
Rezeptorantagonistehosartarf (hochselektiv fir AT1) und der Rezeptorantagomiste
CGP421120derPD123177(hochselektiv fir AT2)\\ong et al., 1990a; Smith et al., 1992
Anders als AT2 wird AT1 durcbithiothreitol und GTP-Analoga inhibiertMan Atten et al.,
1993.

AT2 bindet auch das in dieser Arbeit verwendete 23319 hochselektiv.

Die AT sind artspezifisch verteilV{nson et al., 1997, vergl. Tabelle 2, S).2Bo weist die
Nebennierenrinde der Ratte in der Zona Glomeruldsauptsachlich AT1, im
Nebennierenmark hauptsachlich AT2 auf. Beim Rinagégen weist die Nebennierenrinde
lediglich AT1 auf Balla et al., 1991 Beim Menschen konnte im nicht graviden Uterus
hauptsachlich AT2 nachgewiesen werden, wahrend night gravide Uterus der Ratte
dagegen auch AT1 aufweist. Das Gehirn der Rattestw&Tl und AT2 auf. Der AT2
dominiert allerdings im neonatalen Gewebe und begtleren iillan et al., 1991; Tsutsumi
und Saavedra, 1991In Ratten- und Rinderovar herrscht AT2 vBug¢ell et al., 1991; Aiyar
et al., 1993, wahrend in anderen Geweben die Verhaltnissecheis AT1 und AT2 variieren
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(Montiel et al.,, 1998 Im Rattenhoden wird die All Rezeptor-Expressidber die
hypothalamisch- hypophyséare Gonadenachse gestewkds gibt Hinweise darauf, dass All
am Hodenwachstum und/oder an dessen Differenzidyetegligt ist Hirai et al., 1998.

Neben den AT existieren noch zwei weitere spe#fiBscAll Bindungsstellen im
Nebennierengewebe der Ratkdoftiel et al., 1993, Vinson et al., 199auf die hier jedoch
nicht naher eingegangen wird.

1.4.1.3.1. All-Rezeptor Typ 1 (AT1)

AT1 wird durch den RezeptorantagonistBuP753 (Losartarf) hochselektiv gebunden
(Wong et al., 1990a; Smith et al., 1992nders als AT2 wird AT1 durcBithiothreitol und
GTP-Analoga inhibiert\{an Atten et al., 1993

Das Gen fur den AT1 findet sich aGhromosom JGuo et al., 199% Die cDNA kodiert fur
ein 359 Aminoséauren langes Protein, das siebersrtrambrandre Regionen besitzt. Diese
Konstellation ist typisch fir G-Protein-gekoppdiiembranrezeptorerMurphy et al., 1991,
Sandberg et al., 1994Die transmembranare Domane und die extrazed@hleife spielen
eine entscheidende Rolle bei der Bindung von All.

Die Bindungsstelle fiir Alunterscheidet sich von der Bindungsstelle fur ATritagonisten.
Letztere interagieren lediglich mit der transmeméran Doméane des Rezeptors. Wie die
meisten G-Protein gekoppelten Rezeptoren, untédiegAT1 einelRezeptorinternalisierung
nach der Bindung von All. Dieser Effekt wird dureytoplasmatische Anteile des Rezeptors
vermittelt (Thomas et al., 1996

Die Signaltransduktion des AT1 ist allerdings algigrvon den jeweiligen Gewebe¥ifison

et al., 1997. Wahrend zum Beispiel der Rezeptor an EndothHelzeind glatten Muskelzellen
weitgehend auf der Zellmembran verbleibt, herrsghHtlebennierenzellen und Epithelzellen
die Rezeptorinternalisierung vorifison et al., 1997

In Glomerulosazellen kann das Inositol-Triphospysttsm bereits an der Plasmamembran
aktiviert werden, wahrend zur Aktivierung der Rinkinase C eine Rezeptorinternalisierung
Voraussetzung isK@pas et al., 1994

Anders als bei ACE-Krege et al.,, 1996und Angiotensinogen-Ta@nimoto et al., 1994
Knockout-Méausen, fuhrt eine Deletion des AT1 ber déaus zu keiner Stérung von
Entwicklung, Uberleben oder Organdifferenzieru@ij\(erio et al., 1998

Obwohl seit einiger Zeit bekannt ist, dass der Hod&1 enthalt Kitami et al., 1992 wurde
die Hauptlokalisation bislang den Leydigzellen mpyechen Qufau, 1988. In diesem
Zusammenhang soll All die Steroidproduktion durcimwhAndlung von Cholesterol in
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Pregnenolon induzieren. Weiterhin soll die Freisetz von Gonadotropinen durch All
induziert werdenSteele et al., 1981

1.4.1.4. 2. All- Rezeptor Typ 2 (AT2)

Der AT2 weist eine hohe Affinitat fir PD123319, PI3177 und CGP42112 auf. Hingegen
ist die Affinitat fir Losartafi und Candesartan sehr gerifgnfmermans et al., 1993AT2
wird nicht durch Dithiothreitol oder GTP-Analogan iGegensatz zu AT1, inhibiervVén
Atten et al., 19983

Der AT2 wurde bereits in vielen Spezies, inklusiiean Menschen beschrieben und geklont
(Koike et al., 1994; Martin & Elton, 1995Es handelt sich ebenfalls um eineBigben-
Transmembran-Rezeptor Das Protein besteht aus 363 Aminosauren und diat
Molekulargewicht von ca. 41 kDa. Beim Menschenedstauf demX-Chromosomnkodiert
(Koike et al., 199% Die Aminosauresequenz ist nur zu 34% homologdeu des AT1
(Mukoyama et al., 1993). In der extrazellulareneixinalen Domane finden sich funf
Stellen, die eine N-Glykosilierung ermoéglichen, tediin lassen sich 14 Cysteinreste
identifizieren. Die zweite intrazellulare Schlelfesteht aus einer potenziellen Proteinkinase
C Bindungsstelle. Das zytoplasmatische Ende weist 8equenzen auf, die durch die
Proteinkinase C phosphoryliert werden kénnen ume éBindungsstelle fir die cAMP-
abhéangige Proteinkinase. Der dritten intrazelluldsehleife wurde eine besondere Rolle bei
der Signaltransduktion beigemessen, indem sie dP{inase inaktivieren und Apoptose
induzieren kannl(ehtonen et al., 1997

Im Gegensatz zum AT1-Rezeptor ist gegenwartig unbkla der AT2 auch an ein G-Protein
gekoppelt ist, allerdings wurde die Kopplung an ghibitorisches G-Protein beschrieben
(Zhang & Pratt, 199%

Der AT2 ist besonders ausgepragt wahrend der Ergbngse exprimiert, nach der Geburt
l&sst er sich nur noch in geringer Menge nachweisarard et al. 1994
AT2-Knockout-Mause entwickeln sich allerdings urfallig, sodass die Bedeutung von AT2
in der fetalen Entwicklung bislang unklar bleibtuffallend ist jedoch die starke Expression
von AT2 in pathologisch verandertem Gewebe. Sd Eish eine erhohte AT2-Expression in
infarziertem Myokard, ZNS-Lasionen und in Wundhegsgebieten nachweisen. Das so
genannte Remodelling nach Myokardinfarkt wird unter anderem auf dakale RAS
zurtckgefuhrt.

AT2 wird durch verschiedene Peptide aktiviert. Eslbt All, Insulin, Insulin-Like-Growth-
Factor (ILGF), Nerval-Growth-Factor (NGF), Interk@n 1B sowie interferon-regulatory-
factor 1 und 2 (IRF 1 und 2H6riuchi et al., 1995; Ichiki et al., 1995a, b; &t al., 1998.
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Ort Rezeptor| Signaltrans- Akute Wirkung Chronische
typ duktionsweg Wirkung
Glatte ATl Phospholipase G IPs-vermittelte DAG-vermittelte

GefalRmuskulatur

Vasokontriktion mit

Erh6hung des

glattmuskuléare

Proliferation,

peripheren Widerstandg Hypertrophie,
Hyperplasie
Nieren AT1 Phospholipase G Durchblutung, 1 GFR
durch Konstriktion des
vas efferens (Uber 4P
Nieren AT1 Hemmung der | 1 Na'-Ruickresorption | Hypervolamie
Adenylylcyclase | und H-Sekretion im
proximalen Tubulus
Nebennierenrinde | AT1 Phospholipase ¢ tAldosteronsynthese | Hypervolamie,
(Zona glomerulosa)| (AT2 ?) und -freisetzung (DAG-| Blutdrucksteigerung
vermittelt)
Nebennierenmark | AT1 Phospholipase G tAdrenalinfreisetzung
(AT2?) (Uber IR)
Sympathische AT1 Phospholipase Q Erleichterung der
Nervenendigungen Noradrenalinfreisetzung
(Uber IR)
Herz AT1 Phospholipase G Hypertrophie
(DAG-vermittelt ?)
Uterus ATl Phospholipase G Kontraktion (IR-
(AT2 ?) vermittelt)
Hypophysenhinter- | AT1 Phospholipase ¢ Vasopressin/ADH-
lappen Freisetzung (IR
vermittelt)
Hypothalamus AT1 unbekannt Durst
(AT2 ?)

Tabelle 2: Uberblick tiber die Lokalisation, Wirkiskgskade und Funktion von Angiotensin-

[I-Rezeptoren. Wirkung von AT2 unbekannt (daher)(FR: Glomerulare Filtrationsrate;
IP3: Inositol- 1, 4, 5-Trisphosphat; DAG: 1, 2-Diaciygerol (modifiziert nach Forth et al.,

2001)
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Gerade in der Therapie der Herzinsuffizienz erlangerzeit zwei Substanzklassen wichtige
Bedeutung, die ACE-Hemmer und die AT1-Antagonisten:

1. 4. 2. Angiotensin-Converting-Enzym-Hemmer (ACE-l¢mmer)

ACE-Hemmer sind Analoga der C-terminalen Peptigketbn Al. Die Namengebung
verwendet stets die Endung ,-pril* (z.B. Captopril)

ACE-Hemmer und AT-1-Antagonisten (z.B. Losaftasind derzeit wichtige Medikamente
in der Therapie der chronischen Herzinsuffiziendd werbessern deutlich die Prognose
(CONSENSUS-Studie 1987, SOLVD-Studie; 1991 und)18&&Zh einem Myokardinfarkt
bremsen sie das Remodelling im Infarktgebiet undhiaeern bei einem Teil der Patienten
die Progression einer Herzinsuffizien8LVD-Studie, Cohn et al. 1991, SAVE-Studie,
Pfeffer et al., 1992

Studien zu unerwinschten Arzneimittelwirkungen lealer Medikation bezogen auf
andrologische Faktoren wie Spermatozoenzahl-, Nitibder Fertilitdtsraten konnten in
einer aktuellen Medline-Recherche nicht gefunderdese gigene Recherche Oktober 2005:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, Stichworte: human, epdertility, ACE, Captopril, Lisinopril,
ace inhibitor, reproduction Eine mutagene, carcinogene oder teratogene Wirkerde im
Tierversuch fur Moexipril ausgeschlossémi¢he et al. 1997, Gietl et al., 1998 Es wurde
jedoch haufiger beobachtet, dass ACE-Hemmer-Eineahnach den ersten drei
Schwangerschaftsmonaten zu Missbildungen oder sbgar Abort fuhrte CDC 1997,
Tabacova et al., 2003 Hierbei handelte es sich vor allem um renaleshkiilsungen mit
entsprechenden Konsequenzen (Oligohydramnion undoziéerte Missbildungen),
persistierenden Ductus arteriosus und intrauterindachstumsretardierung. Diese
retrospektiven Studien wiesen jedoch keine sol®issbildungen nach Einnahme von ACE-
Hemmern im ersten Schwangerschaftstrimester nachs uber die Entwicklung des
urogenitalen Systems in der Fetalperiode erklard wGrundlage der Studien waren Daten,
die seit 1992 von derQrganization of Teratology Information Servitd®TIS) in der so
genannten ACEI Registry (ACE-Inhibitor-Registry) dokumentiert werden. B sammelt
Beobachtungen Uber unerwiinschte Arzneimittelwirlemgn Zusammenhang mit ACE-
Hemmer-Einnahmen und bildet so eine Grundlage fitetduchungen. Weitere Studien sind

allerdings notwendig, um die Zusammenhange zwisé&t@&h und Fertilitdt aufzudecken.

Die heute verwendeten ACE-Hemmer binden das Zinkaktiven Zentrum mit ihrer
Carboxylgruppe und hemmen somit die Umwandlung &bnn All. Zuséatzlich haben sie

Einfluss auf die Inaktivierung von Kininen, worad® alternative Bezeichnung Kininase Il
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resultiert. Dieser Funktionsweg wird zum Beispiét flas Auftreten des typischen Hustens
(in bis zu 10%) unter ACE-Hemmer-Therapie verantimtr gemacht, der Uber eine
Erhéhung der Konzentration inflammatorischer Meul@t wie Kinine und daraus
hervorgehende Prostaglandine und Substanz P egsalsoll Forth et al., 2001

Es sind ACE-Hemmer verfugbar, die direkt wirksamds{Captopril und Lisinopril) und
solche, die als veresterte, inaktive Vorstufe egdin (Fosinopril, Quanapril, Ramipril) und
erst in der Leber zur aktiven Form metabolisieztden mussen.

Stellvertretend fir die Gruppe der ACE-Hemmer isAbbildung 11 die Strukturformel von

Lisinopril schematisiert.

Lisinopril

Abb. 7: Strukturformel von Lisinopril. Ein ACE-Herar der direkt, ohne Metabolisierung,
wirksam ist. (Forth et al., 2001).

1. 4. 3. All-Rezeptor-Antagonisten (AT-Antagonistei

Die zweite Substanzgruppe sind die so genannten-AXitagonisten. Sie gelten fir
bestimmte Indikationen als verlassliche Alternate den ACE-Hemmern und weisen
weniger Nebenwirkungen auf. Dies mag darauf zuniikmen sein, dass andere
Peptidkaskaden, in denen ACE wirksam ist, nichtriflessst werdenforth et al., 2001 lhre
Namengebung verwendet die Endung ,-sartan“ (z.Bsatmff). Anfang der 70er Jahre
wurden peptidische AT-Antagonisten wie Saralasinwakelt. Es ist ein Peptidanalogon des
All mit drei substituierten Aminosauren:aSVal-Ala-Ang Il Diese Substanzgruppe hat
antagonistische aber auch agonistische Wirkungamiéfler Agonismus). Saralasin konnte in
Versuchen an isolierten Ovarien die Ovulation vailkrn Peterson et al., 1993Die kurze
Halbwertszeit und die mangelnde orale Bioverfuged#rkmachten die Entwicklung
nichtpeptidischer ~ AT-Antagonisten wie Losaftan (DuP753) notwendig, einem
biphenylischen AT1-Antagonisten mit einer Selekéivi> 10000fach fur den AT1. Diese

Substanzklasse ist oral bioverfugbar und dissdzier langsam vom Rezeptor. In der Leber
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wird Losartaff (DuP753) zum 20fach potenteren EXP-3174 umgewgn@éhem im
Gegensatz zu Losarf3michtkompetitiven Antagonisten (Abb. 12).
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Abb. 8: Strukturformel von Losart3{DuP753). Darstellung der Umwandlung in der Leber
zu EXP-3174 (Forth et al., 2001).

Fur die Experimente in dieser Arbeit wurde der #jsehe AT1-AntagonistLosartan®
(DuP753) der spezifische AT2-Antagoni®tD123319und der unspezifische, peptidische
AT-Antagonist Saralasin verwendet. Letzterer blockiert somit beide Angnsie-
Rezeptoruntertypen AT1 und AT2.

Ein weiteres Prinzip der Hochdrucktherapie istBlieckade von Renin. Hier wurden kirzlich
oral bioverfliigbare Substanzen entwickelt, dereteekgertreter Aliskiren, bereits den ACE-
Hemmern vergleichbare Ergebnisse zeigt.
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2. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wurden zunéachst die Einflisse »mgiotensin Il auf die Motilitat humaner
Spermatozoen sowie die beteiligten Rezeptoren suntbt. Es soll herausgearbeitet werden,
ob All ein geeigneter Kandidat fur den Einsatz @m dMethoden der assistierten Reproduktion
zur Steigerung der Spermatozoenmotilitat ist.

Die bisherigen Studien wurden statistisch nichtrékir ausgewertet und kbnnen somit nicht
als Grundlage dienen.

Es wird zudem der Einfluss von Pharmaka auf didoaelteten Effekte untersucht. Dies gibt
unter anderem Hinweise auf den Rezeptortyp undR#eeptorspezifitat beteiligter All-
Rezeptoren. Weiterhin wird durch die Untersuchuag Ejakulat vasektomierter Manner im
Vergleich zu gesunden Probanden der bislang in lderatur kontrovers diskutierte
Produktionsort des im Ejakulat nachweisbarem Alhgegrenzt lleung et al., 2003
O’Mahony et al., 2005

Mit Hilfe der CASA (= Computer Assisted Spermmotidnalyzer) wurde der Einfluss von
Angiotensin Il (All), sowie verschiedener Angiotansll-Rezeptorantagonisten auf die
Funktion humaner Spermatozoen untersucht. Dieanisatzweise bereits erfolgfifison et
al., 1995. Die Ergebnisse wurden jedoch mit parametriscfests ausgewertet, was bei nicht
standardnormalverteilten Werten, wie den Motilpé@tsmetern humaner Spermatozoen, nicht
zul&ssig ist. Statistisch korrekte Resultate wurdigimer bislang nicht verdéffentlicht. Dies soll
in dieser Arbeit geleistet werden. Zudem bestetlmat mmmer widersprichliche Meinungen
uber die Relevanz des RAS im mannlichen und wdibhcReproduktionstrakt (Kim et al.,
1995), somit ist die definitive Bedeutung diesesst&ys fur die Reproduktion noch
weitgehend unklareung et al., 2003

Weiterhin erfolgten die bisherigen Motilitatsmesgen bis zu einem maximalen Zeitabstand
von 30 Minuten nach Zugabe des Peptides. Solltgedlldch in den Methoden der assistierten
Reproduktion zum Einsatz kommen, ist die Frage [wek, ob dieser Effekt zu einem
spateren Zeitpunkt noch besteht und ob diese Effdutch Aufbereitungsschritte, wie das
Waschen der Spermatozoensuspension negativ besinfiird. Zur Klarung dieser Frage
wurden die Untersuchungszeitpunkte in dieser Arheit 15 und 60 Minuten, sowie im
Anschluss an einen Waschschritt gewahlt.

Die weiteren Methoden dienten dem Nachweis und G@earakterisierung der beteiligten
Angiotensin lI-Rezeptoren AT1 und AT2 (= Angiotam$i-Rezeptor Typ 1 und Typ 2) an der
Spermatozoenmembran. Fur den AT2 gab es bislangndinekte Hinweise auf dessen
Existenz auf humanen Spermatozoen, z.B. durch &insan AT2-Antagonisten und
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Beobachtung einer Wirkundkéhn et al., 1998 Ein direkter Nachweis war bislang nicht
gelungen. Mittels Western-Blot sollten die AT1 uAd@2 qualitativ nachgewiesen werden.
Dartiber hinaus wurde die Immunzytochemie zum Naahwed zur Lokalisierung von AT1
und AT2 eingesetzt, um den Rezeptor erstmals mes&imgebung zu sehen.

In der statistischen Auswertung wurde auf Unteessdi zwischen Patienten der
andrologischen Ambulanz sowie gesunden Probandensucht.

Zusammenfassend soll die Arbeit einen Uberblickr ilie genaue Lokalisation von AT1 und
AT2 auf humanen Spermatozoen aufzeigen, die biddasghriebenen Bestandteile des RAS
auf humanen Spermatozoen damit ergdnzen und Hiewseisderen physiologische Funktion
geben. Der bislang unklare Entstehungsort von All sdher eingegrenzt werden. Dabei
sollen die Versuche die Mdglichkeiten eines Einsaitm den Methoden der assistierten
Reproduktion auch im Versuchsaufbau beriicksichtigad den zeitlichen Verlauf der
beobachteten Effekte naher beschreiben.

Diese Arbeit nimmt sich zum Ziel, einen Teil zum rst&ndnis der Funktionsweise
menschlicher Spermatozoen beizutragen und Moglitdrkeaufzuzeigen, die Effizienz der
Methoden der assistierten Reproduktion durch Zukatpereigener, im nattrlichen Milieu
vorhandener Hormone, in physiologischer Dosierumd) somit praktisch nebenwirkungsfrei,
zu steigern. Es bestiinde damit die Méglichkeit, metgewollt kinderlosen Paaren zu helfen,
einem Teil von ihnen invasivere Verfahren zu erspaund schliel3lich auch einen Teil der
Kosten mit gunstigen Mitteln, durch einen frihereriolgreichen Therapieabschluss zu

senken.

Anmerkung: Es wurden zusatzlich MotilitatsparameféSL, VAP und VCL), sowie die
Wirkung von Angiotensin | untersucht und ausgeweri&eiterhin wurden HPLC-

Untersuchungen zum Abbau von Al im Seminalplasnta dumch humane Spermatozoen
durchgefuhrt. Aufgrund der enormen Datenmenge wdeieler erforderlich, auf diesen Teil

der Experimente in dieser Inauguraldissertatiornvetzichten
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3. Material und Methoden

3. 1. Herstellung der Inkubationsmedien

Je nach Versuch wurden die Spermatozoen nativ delasn HTF- HSA -Medium (=
»HumanTubal Fluid“- Medium nach Quinn et al. 1985, unter Zusatm HumanemSerum
Albumin) oder PBS (=PhosphateBuffered Salina) zur weiteren Versuchsdurchflihrung
resuspendiert.

- HTF-1% HSA (= Human-Tubal-Fluid + humanes Serum Albumin)

- PBS(= Phosphate-Buffered Salina)

HTFE-Medium nach Quinn et al., 1985:

NaCl: 101,6mM KCI: 4,69mM CaCl*2H0: 2,04mM MgSQ*7H,0: 0,2mM KH»Paq;:
0,37mM NaHCQ: 25,0mM Glucose:2,78mMwasserfrei, NaPyruva0,33mM Na Laktat :
21,4 mM(60%Syr), HEPES20, 0 mM

Zur Stabilisierung wurden Penicillin 0,06 g/l ur8treptomycin 0,059/l zugefiigt. Als ph-

Indikator diente Phenolrot als Zusatz von 0,005g/I.

Die Osmolaritat wurde in einem Osmometer OM 801n(&i Vogel, Giel3en) auf 280 bis 290
mM eingestellt. Der ph betrug 7,4. AnschlieRenddeudas Medium uber Sterivex-GV 0,
22um-Filter steril filtriert und in 250-ml-Zellkultflaschen gefullt. Die Lagerung erfolgte bei
4°C unter lichtarmen Bedingungen maximal 4 Wocheas fertige Medium wurde vor

Anwendung 30 Minuten bei 37°C vorgewarmt. HSA wuddgen Medium bei Bedarf in einer
Konzentration von 1 % (10mg/ml) zugegeben. PBS wirdrablettenform geliefert. Eine

Tablette wurde in 100ml Aqua dest. unter Zuhilfanalreines Magnetrihrers gel6st.

3. 2. Auswahl der Spender

In dieser Studie wurden Ejakulate gesunder, juneobanden, von Patienten der
andrologischen Ambulanz und von vasektomiertenpedertiien Méannern der urologischen
Praxis Dr. med. Braun in GielRen verwendet). Dieweeidete Anzahl variierte je nach
Versuchsaufbau. Fur die Immunzytochemie wurden W& von 10 gesunden jungen
Probanden untersucht. Fir den Westernblot wurdakulgte von drei gesunden, jungen
Probanden verwendet. Fir den ELISA wurden Ejakudatedrei beschriebenen Gruppen mit
jeweils 13 Probanden und fur die HPLC Ejakulateiair gesunder, fertiler Probanden
eingesetzt. Fur die Motilitatsmessungen Ejakulaie 22 jungen, gesunden Probanden und 17

Patienten der andrologischen Ambulanz.
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3. 3. Qualitatsanspriiche an die Ejakulate

Die Mindestanforderungen fur die Gruppe gesundeunggr Probanden waren
Normozoospermie nach den Kriterien der WHO (WHO-ttarch 1993):
Zahl der Spermien > 20x¥nl, >30 % normal geformt,>50% Globalmotilitat = V@HA+B:

: . 0
WHO A progressiv motil (norm. > 25%) Globalmotilitit> 50%
WHO B mafRig motil (norm. mit A zusammen 50%)

WHO C lokal motil
WHO D immotil

Ejakulatproben der Patientengruppe hatten zur \ésetaung, nach Aufbereitung mindestens
zwei Milliliter Volumen aufzuweisen. Gleiches gdiir die Gruppe der vasektomierten
Manner. Die Basis der andrologischen Diagnostikltsthe manuelle Bestimmung der
klassischen Ejakulatparameter unter dem Mikroskopr. dHierzu gehoéren die
Spermatozoenparameter Aussehen, Volumen, KonsjsigmxVert, Konzentration und
Motilitat, einschlief3lich der progressiven Bewelgkeit. Die Standardspermaanalyse ermittelt
die Spermatozoenkonzentration in einer Zahlkammernd u gibt die
Spermatozoenkonzentration in®@ellen pro Milliliter sowie die Motilitat nach dewHO-
Parametern von 1999 an. Hierzu sollten mindested@ 3permatozoen, in mehreren
definierten Gesichtsfeldern wie folgt beurteilt @en, um die WHO-Kriterien fir die
Motilitat zu erfullen:

3. 4. Gewinnung des Untersuchungsmaterials

Die Ejakulatgewinnung erfolgte nach einer Karenizzen vier Tagen durch Masturbation.
Die Ejakulate wurden in Polypropylenbechern (100%8, x 60mm; Sarstedt, Nurnbrecht,
FRG) abgegeben. Die Ejakulate der gesunden Probanderden nach einer
Verflussigungszeit von 30 Minuten bei 37°C nach WéHO-Kriterien von 1999 untersucht
und Spermiogramme erstellt. Die Auswertung der @t der beiden Patientengruppen
wurde freundlicherweise von den entsprechendenraatnden zur Verfigung gestellt, sodass
hier keine zuséatzliche Verzdgerung auftrat. NaesuRpension der Proben von Gruppe 1,
wurden jeweils 10 pl Ejakulat bei 20facher Vergnifdg nativ in einer Zahlkammer
untersucht. Aussagen uber Konzentration (Mio./Miprphologie und Motilitat (%) wurden
festgehalten. Um den grof3ten Anteil immotiler Spgiomoen zu entfernen, erfolgte die

Glaswaollfiltration als Aufarbeitungsverfahren.
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3. 5. Glaswaollfiltration

Das Prinzip der Glaswaollfiltration beruht auf foflgken Feststellungen: Vitale und progressive
Spermatozoen passieren den Glaswollfilter und sdmsieh im Filtrat, wahrend immotile,
schlecht motile Spermatozoen sowie andere festauBdteile des Ejakulats wie Rundzellen,
zuruckgehalten werden, indem sie sich in den Gldfasern festsetzerS@nchez et al., 1996;
Henkel & Schill, 1998

Die Glaswollfilter (Sperm-Ferffl, Mello Ltd, Greifenstein, Deutschland) wurden mit
vorgewarmten HTF-1%HSA-Medium Quinn et al. 198f unter Zusatz von HSA
(Temperatur: 37°C) vorgewaschen und anschlieR3eriReagenzglasern aufgehangt und mit
2ml Nativejakulat beschickt. Bei Ejakulaten mit @irSpermatozoendichte tber 40 Mill./ml
wurden die Proben 1:2 mit HTF-1%HSA verdinnt, um ¥erstopfen der Glaswollfilter

vorzubeugen.

3. 6. Isolierung der Spermatozoen aus dem Semiredpia

Um die physiologische Trennung der Spermatozoen vBeminalplasma bei der
Cervixpassage zu simulieren, wurden die Spermatozmsvaschen. Die Trennung vom
Seminalplasma dient der Entfernung von Dekapaaiiataktoren und befahigt die
Spermatozoen zur Kapazitation und anschlieenderos@kireaktion (AR). Diese so
genannten ,Waschschritte* sollten nicht willktrlioft wiederholt werden, da das ,Waschen*
der Spermatozoen die Qualitat und Vitalitat der r8@¢ozoen negativ beeinflussen kann
(Makler et al., 1981). Die glaswollfiltrierte Proleurde im Verhaltnis 1:3 mit HTF-1%HSA-
Medium gemischt und 10 Minuten bei 400xg zentriéugi Anschlielend wurde der
Uberstand verworfen. Dieser Vorgang wurde einmadderholt. Intensives und zu langes
Zentrifugieren kann die Motilitdt humaner Spermatz negativ beeinflussen und sogar das
Absterben der Spermatozoen provozieren (Maklel.e1281), so dass die einzelnen Schritte
und Zeitvorgaben genau eingehalten werden misseninDPellet gesammelten und vom
Seminalplasma befreiten Spermatozoen wurden in HFobHSA-Medium resuspendiert und
auf eine Dichte von 20 Mill./ml (=Standardkonzetitia) eingestellt. Abschliel3end wurde
eine erneute Kontrolle von Spermatozoendichte unotiltht mittels Auszahlung bei
20facher VergréRerung unter dem Mikroskop durchgefli Zusatzlich erfolgte die
Bestimmung von Spermatozoenzahl, -motilitat und seleiedenen

Geschwindigkeitsparametern mittels CASA (Computssisted-Spermmotion-Analyzer).
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3. 7. Immunoblot (Western-Blot) an humanen Spermaten zum Nachweis von AT1 und
AT2

Ein Immunoblot wurde nach einem festgelegten Schemahgefiihrt um zusétzliche,
qualitative Hinweise auf das Vorhandensein der R#zeptoren Typ 1 und Typ 2 auf

humanen Spermatozoen zu finden (Abb. 13).

Routine -
spermiogramm

Ejakulat

/

Glaswollfiltration,

Waschschritt \
Ultraschalldesintegration

DGZ /

\ Getrenntes Waschen der
/ drei Phasen in PBS

Behandlung mit SDS
\ SDS-Page
Immunoblot /

Auswertung

Abb. 9: Kurzprotokoll Western-Blot: Nach einem Rwegpermiogramm wird das Ejakulat
glaswaollfiltriert, gewaschen und nach Ultraschakkiigegration einer
Dichtegradientenzentrifugation (DGZ) unterzogen.cNal'rennung der entstehenden drei
Phasen, werden diese in einer SD®d{8m Dodecyl Sifat)-Page aufbereitet und mittels
Immunoblot auf die gesuchten Antigene ATI und Aifiluntersucht.

3. 7. 1. Aufbereitung der Proben fur die Gelelektrphorese

Von verflissigtem, humanem Ejakulat gesunder Praddamit Normozoospermie wurde ein
Routinespermiogramm erstellt. AnschlielRend wurdenbdweglichen Spermatozoen durch
Glaswaollfiltration separiert. Das Filtrat wurde RBS resuspendiert und zwei Mal in PBS
gewaschen. Hierbei wurde das Filtrat mit fiunf Mtdir PBS-L6sung vermischt, und bei
400xg zentrifugiert. Das Pellet wurde im Anschlusgieder resuspendiert. Die

Spermatozoenkdpfe wurden mit einem Bandelin Ultrab®esintegrator (Sonopuls HD 60,
Deutschland)von den Spermatozoengeil3eln abgetrennt. Die Bdsnobakrfolgte 3 x 10

Sekunden bei 25 Hz, zwischen den Salven erfolgte Bause von 30 Sekunden, wobei die
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Probe auf Eis gekihlt wurde. MitteBichtegradientenzentrifugatio (DGZ) wurden die
abgetrennten Spermatozoenkopfe von den Geil3elengeir Hierzu wurden eine 40%ige
Percollphase mit einer 90%igen Percollphase urteisiet und die beschallte
Spermatozoensuspension vorsichtig aufgetragen. hieBend wurde 20 Minuten lang bei
300g (ohne Bremse) zentrifugiert. Das Resultat wadleei Phasen, die sich unter dem
Mikroskop herausstellten als:

1. Spermatozoenkdpfe (unten)

2. Flagellae (Mitte)

3. Probenflussigkeit bzw. Uberstand (oben).

Die drei Phasen wurden isoliert und getrennt in Rfg®aschen. Die entstandenen Pellets
wurden in je 2 ml Probenpuffer (Probenpuffer: 2 9SS (Sodium Dodecyl $ifat=
Natriumdodecylsulfat 0,5% DTT, 10 % Glycerin, angefarbt mit BromphBraufgeldst.

SDS ist ein anionisches Detergens, das die Eigentadon Proteinen so effektiv tberdeckt,
dass Mizellen mit konstanter negativer Ladung pesséneinheit entstehen.

Im Uberschuss von SDS wurde die Probe fiir 6 Minai#95°C erhitzt, um die Tertiar- und
Sekundarstrukturen der Proteine, durch Aufspaltideg\Wasserstoffbriicken und Streckung
der Molekile, aufzulésen. Bis zur weiteren Verauoeg wurde die so behandelte Probe bei

4°C aufbewahrt, mindestens aber so lange, bisrdieeRPabgekihlt war.

3. 7. 2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSage)

Zur Auftrennung zu untersuchender Proteingemischerdev eine diskontinuierliche,
denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresgch Laemmli (Laemmli 1970
durchgeflhrt.

Zur optimalen Parzellierung der Proteinsuspensiamden 10%ige Trenngele und 6%ige
Sammelgele eingesetzt.

Zwei mit Methanol gereinigte und entfettete Gla#pla (12 x 15 cm und 10 x 15 cm) einer
Mini-Protean Gel-Elektrophoresekammer wurden in elsprechende Halterung eingelegt
und nach Einsetzen der 0,75 mm starken Distarzs#fitigespannt.

Um ein Auslaufen zu verhindern, wurde diese Hattgrin einem Stander mit Gummiboden
fixiert, wobei darauf geachtet wurde, dass der renfeand beider Glasplatten eben und
deckungsgleich sein sollte. In den Spalt zwischen @lasplatten wurde anschlieRend das
fluissige Trenngel, mittels einer Glaspipette eidlietund mit A. dest. Uberschichtet. Dies
verhinderte ein Austrocknen des Gels und fuhrtedtzlish zu einer glatten und ebenen
Geloberkante. Nach 45 Minuten war das Trenngel mpelisiert, der Polymerisationsgrad

wurde am Polyacrylamidiberstand des Ansatzes bieurtend das Wasser mit
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herkémmlichem Filterpapier abgezogen. AnschlieReadolgte das Auftragen des
Sammelgels, dem unmittelbar im Anschluss Gelkamnitelth Geltaschen und 0, 75 mm
Starke aufgesetzt wurden. Nach der Polymerisatinetwa 30 Minuten in Anspruch nahm,
wurde der Kamm vorsichtig entfernt und die Gelhaitg mit dem Gel in eine
Elektrophoresekammer eingesetzt oder bis zum Zditpdes Auftragens der Proben bei 4°C
in einer feuchten Kammer aufbewahrt. Die Aufbewalyszeit wurde jedoch so kurz wie
mdglich gehalten, um den Gradienten zwischen Samuomel Trenngel nicht zu zerstéren.
Die Elektrophoresekammer wurde mit Laufpuffer gefilas Gelkompartiment wurde dabei
so aufgeflllt, dass stets das Gel mit Laufpuffegrébhichtet war, um den elektrochemischen
Gradienten zu gewabhrleisten.

Da bei dieser Methode Uber bestimmte Bereiche &meare Beziehung zwischen dem
Logarithmus der Molekulargewichte und den Wandesatrgcken der SDS-Polypeptid-
Mizellen herrscht, kann man Standards verwendenzuali Ermittlung der Molekulargewichte
der aufgetrennten Peptide dienen. Fur die hier Hoediene Fragestellung wurde ein
handelsiblicher Gelelektrophoresemarker der FiraraeSCruz (Cruz Marker MW Standards
sc-2035) mit 132kDa, 90 kDa, 55 kDa, 43 kDa, 34kE8 kDa und ein LMW-Marker (Low
Molecular Weight) der Firma Santa Cruz (prestain® Standardsc-2361) mit 97 kD, 66
kD, 44 kD, 29 kD, 17 kD und 14 kD verwendet. Gelotesiertig sind die Standards nach
Zugabe des entsprechenden Volumens ProbenpuffedemdErhitzen gemald Behandlung
der Probe. Die mit Laufpuffer (25 mM Tris, 40 mM Ara-n-capronsaure, in 20% Methanol
bei einem ph von 9, 4) bedeckten Geltaschen wuvderem Versuch mittels einer diinnen
Kanule und einer Spritze mit A. dest. gereinigt.

Das vorbereitete Gel wurde mit den entsprechendéWiMarkern und Proben
(Spermatozoenkopfe, Flagellae oder Uberstand, sdanePositivkontrollen ( KNRK-Whole
Cell Lysate, sc2214)) beschickt.

Die Kammer wurde mit dem zugehdrigen Deckel verssddn und nach dem Anschluss an
ein Elektrophoresegerat der Vorgang gestartet.zHigurde eine konstante Spannung von
100 V pro Gel, bei einer Stromstarke von 30mAmpedeqt (Stromquelle: Bio-Rad, Model
1000/500 Power Supply). Nach etwa 3 Y2 Stundenichtee die Lauffront den unteren
Glasrand, das Gel wurde entnommen und die aufgegerProteine mittels Westernblot auf

eine Immobilon™—Membran transferiert.

3. 7. 3. Immunoblot

Ein Immunoblot wurde zum Nachweis der All- Rezeptoin den gelelektrophoretisch

aufgetrennten Spermatozoenproteinen durchgeflihierzid wurden die kommerziellen
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Primarantikorper  AT1 (306) (sc579) und AT2 C18 -1¢20), (beide Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg), HRP-konjugierte (HRP#&orse Raddish _Reroxidasé

Sekundarantikorper (sc 2350Bov.agoat IgG HRP, bge2357 mouse anti rabbit IgG HRP,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) und E€&l(Amersham Pharmacia Biotech, UK)

verwendet.

3.7.3. 1. Westernblot

Die in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese niacén Molekularmassen aufgetrennten
Proteine wurden im Semi — Dry — Verfahren auf dimenobilon ™ PVDF-Membran der
Firma Millipore (Millipore Immobilon NC Pure, USAlektrotransferiert. Tlowbin et al.,
1979.

3. 7. 3. 2. Elektrotransfer

Das Gel wurde der Kammer entnommen und anschlie@asdSammelgel vom Trenngel
getrennt. Das Trenngel wurde kurz im Kathodenpufiéatziert, die Membran in den
Anodenpuffer. Auf die Anode der Apparatur wurderidragen eines Filterpapieres gelegt,
das zuvor in konzentriertem Anodenpuffer getréankirde. Darauf wurden drei Lagen
anodenpuffergetranktes Filterpapier gegeben, darliloke anodenpufferbefeuchtete
Immobilon ™ PVDF Membran. Diese wurde nach Herstellerangaberbeveitet und
anschlieBend mit dem kathodenpuffergetrankten id&tenfrei bedeckt. Dieser Stapel wurde
mit kathodenpuffergetranktem Filterpapier Uberdé€Bkbtting- Apparatur: Biometra).

Nach 1 % h wurde die Membran entnommen und mitre¥¢igen Panceau S-L6sung
angefarbt. Ein Transfer der Proteine aus dem Geld&ulmmobilon™ PVDF Membran
konnte nach Auswaschen von uberschissigem FarbstaffA. dest., durch die sich
ergebende Rotfarbung der Proteinbanden auf der bitomo ™ PVDF Membran
nachgewiesen werden. Weiterhin wurde eine Coom&daieFarbung des Gels
durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass samtlicteeffre vom Gel auf die Immobiloh’
PVDF Membran tberfuhrt wurden. Hierzu wurden dideGér 30 Minuten in eine 0,25%ige
Coomassie-Blau-Farbelésung gelegt. Nach anschiieBeBntfarbung mit Entfarbelésung
Uber Nacht waren, nur sehr geringgradig blau angef&roteinbanden erkennbar, was einen

nahezu vollstandigen Transfer der Proteine veriubéux.
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3. 7. 3. 3. Immunbiochemische Proteinidentifizierug

Die Immobilon™ PVDF Membran wurde beschriftet und in Roti-BlockafCRoth GmbH
&Co, Karlsruhe) fir 3x10 Minuten inkubiert, um umeggische Bindungsstellen zu
blockieren.

AnschlieRend wurde die Membran auf eine ethanalggte Plastikschale gelegt. Der
Bereich der Negativkontrollen wurde abgeschnittend unur mit Roti-Block ohne
Primarantikorper inkubiert. Diese Spuren dientenNggativkontrolle. Die restlichen Spuren
wurden mit einer Primarantikérperverdiinnung vonO@Q (in Rotiblock™) tberschichtet
(AT1 (306) und AT2 C18, Santa Cruz Biotechnologyeid#lberg). Die Schale wurde
abgedeckt, Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt. Nachediesnkubationsschritt wurde die
Immobilon ™ PVDF Membran 3x15 Minuten in Waschpuffer gelegt uadf einem
Schwenker wahrend des Vorganges gleichmafiig bewegt.

Es folgte die einstiindige Inkubation bei 4°C mitnddRP-konjugierten Sekundarantikorpern
(sc 2350 Bov.agoat IgG HRP, bzw. sc2357 mouserahbit IgG HRP, beide Santa Cruz

k™ verdinnt worden

Biotechnology, Heidelberg), die zuvor ebenfallsGDQ in Rotibloc
waren. Dieser Schritt wurde auch fir den Bereiclh Negativkontrollen durchgefuhrt.
Anschliel3end folgte erneutes Waschen in Waschptiffe8x15 Minuten. Danach wurde auf
die zwei Teile der Immobilon™ PVDF Membran ECIM (Enhanced Gemiluminescence)
nach Herstellerangaben aufgetragen (Amersham PhernBaotech, UK) und nach einer
Minute wieder abgekippt. Die Membran wurde sodamreine lichtdichte Rontgenkassette
gelegt, die zuvor mit zwei Ubereinander liegendthanolgereinigten Folien versehen wurde.
Zwischen die beiden Folien wurden die beiden Tedie Immobilon™ PVDF Membran
gelegt und die Kassette lichtdicht verschlossen.

Die Entwicklung der Bilder erfolgte in einer Dunkaimmer. Ein Rontgenfilm (Fuji RX New,
18 x 24cm, Bechthold GmbH Ro&ntgenhandel, Kelkheimjyde in die Rontgenkassette
gelegt. Nach einer Belichtungszeit von drei Minutgarde der Film entnommen in den
Entwickler getaucht und anschlieRend in Fixieréageht. Danach wurde der Film in Wasser
gewaschen. Die nassen Filme wurden zum Trocknegehahgt, anschlie3end bei Tageslicht
betrachtet. Membranen und Rontgenfilme wurdenaligimd physikalisch archiviert.

3. 8. Immunzytochemie an humanen Spermatozoen

Die Immunzytochemie an humanen Spermatozoen wurdechdefihrt, um das
Vorhandensein und die Verteilung von All Rezeptordes Typs 1 und 2 und von

membrangebundenen Al und Il auf humanen Spermatozachzuweisen. Aul3erdem wurde
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die relative Verteilung der Rezeptortypen zueinanded in Abhangigkeit von den
Umgebungsbedingungen (Temperatur, Art der Fixierdrigans) und dem Vorhandensein
des Akrosoms untersucht. Die Versuchsdurchflhrufodgee fstandardisiert (Abb. 14).

3. 8. 1. Anfertigung der Spermatozoenausstriche

Verflussigtes Ejakulat wurde 1x in PBS (Phosphaiéfd8ed Salina, Oxoid LTD, England)
gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Glaswollfilra (Glaswollfilter, Sperm-Fertil, Mello
Ltd, Greifenstein). Daraufhin wurde die Probe inSPBewaschen und auf 50 Millionen
Spermatozoen pro Milliliter eingestellt. 20l deloBe wurden gleichmallig und blasenfrei
auf  Super-Frost-Objekttragern  (SuperFrost  Plus, 2deGlaser, Braunschweig)
ausgestrichen. Hierzu wurde ein Ejakulat- oder emtlopfen auf einem sauberen
Objekttrager aufgetragen. Mittels eines Deckglassh&urde dieser Tropfen in einer
ziehenden Bewegung (so genanntes "feathering'§lgi@iig verteilt.

Aufbereitung D Ejakulat — Routine -

spermiogramm
-Objekttrager

l l

Fixierung mit absolutem Methanol, nach Trocknung Au fbewahrung bis zur
Verarbeitung trocken bei 4C in beschrifteten Ausst richmappen

’ ’

Ausstriche auf SuperFrost ™

Zusatz von Antikorper, PSA -FITC Kontrolle n = 1. Zusatz von a.dest
oder DAPI nach entsprechendem 2. Kontrollpeptid
Protokoll 3. 2°AK ohne 1°AK
Auswertung

Abb. 10: Kurzprotokoll fur die Immunzytochemie: Namnem Routinespermiogramm und
entsprechender Aufbereitung wurden die verschigdétreben mit A.dest, Kontrollpeptid,
2°Antikorper (AK) mit und ohne 1°-AK inkubiert. NaEixierung mit absolutem Methanol
erfolgte die Aufbewahrung bei 4°C bis zur Auswegtam Mikroskop.
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Nach Trocknen bei Raumtemperatur wurden die Awssrimit absolutem Methanol fur 30
Sekunden fixiert. Nach dem Trocknen wurden auf @dmekttrager mit einem PAP-Pen
(PAP-Pen, Immunotech, Coulter Company) zirkulareate markiert, um ein Auslaufen zu
verhindern. Die Ausstriche konnten so fiir mehreggel bei Raumtemperatur gelagert

werden.

3. 8. 2. Durchfihrung der Immunzytochemie

Folgende Primarantikorper/Peptide wurden eingesei@anta Cruz Biotechnology,
Heidelberg):

- AT2 (C18): Epitop gegen das carboxyterminale Esele humanen AT2

- AT2 (N19): Epitop gegen das aminoterminale Enele ldimanen AT2

- Al/ll (N10) Peptide: Kontrollantigen

- AT1 (306): Epitop gegen die Aminoséauren 306 &9 8es humanen AT1

- AT1 N10: Epitop gegen das aminoterminale Endehdesanen AT1

Folgende Sekundarantikdrper wurden eingesetzt:

- Mouse-anti-rabbit B (Spacer), biotin-SP-conjugatdfiniPure Rabbit-anti Mouse IgG 315-
065-045 (lot: 27810 Dianova, Hamburg)

- Cy3 von Dianova (Hamburg)

Die Beurteilung des akrosomalen Status der Spemoatowurde mit PSA-FITC_(8um
Sativum Agglutininum-Huoresceirsohiocyanat, Sigma, Steinheim) bestimn@ummins et
al., 1991, Koéhn et al., 1997Dazu wurden 150ul des PSA-FITC in einer Konzsdrin von
50pg/ml auf die fixierten und getrockneten Proberigetragen und nach 30 Minuten,
Uberschissiges Reagenz durch einen WaschvorgarRB# entfernt. Akrosomreagierte
Spermatozoen zeigten dabei keine Anfarbung durck B&A-FITC im Bereich des
Akrosoms, wohingegen intakte Akrosome durch dieKigaung mit PSA-FITC im vorderen
Kopfbereich intensiv gelb fluoreszierte@ymmins et al., 1991

Die DNA wurde mit dem Kernmarker DAPI (= 4, 6-diatimo-2-phenylindol, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen), markiert. Die Stammldswurde hierzu 1:100 verdinnt und
die Objekttrager fur 15 Minuten in dieser LOosundkubiert. Im Anschluss erfolgte ein
Waschschritt zum Entfernen Uberschissigen FarlestofDie Objekttrager wurden mit

Propylgallat blasenfrei und gleichmallig tUbersclethind mit Deckglaschen bedeckt. Die
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Beurteilung der Ergebnisse erfolgte mit dem LeitzeFeszenz-Mikroskop DM-RD/RE (400x
VergréRerung) (Leitz GmbH, Wetzlar), und einem ¢&hjome SensiAll 400- Film
(Bechthold GmbH Rontgenhandel, Kelkheim).

3. 8. 2. 1. Zweifachmarkierung mit einem Antikdrperund einem DNA-Farbstoff (DAPI)

Mittels kommerzieller Antikdrper wurde nach All Tyijpund 2 Rezeptoren, sowie Spuren von
Al und Il auf humanen Spermatozoen gesucht undhdes&alisation auf dem Spermatozoon
bestimmt. Mehrfachmarkierungen wurden auf einenmd Biargestellt in dem man den
Filmvorschub deaktiviert und dieselbe Stelle ddm&imehrfach mit verschiedenen Filtern,
die abhangig von dem Fluoreszenzmarker sind, letichlierbei mussten Bewegungen des
Objekttragers unbedingt vermieden werden, da estspn Artefakten auf dem Film

gekommen ware.

In einer feuchten Kammer wurde die erforderlichez&ii an Ausstrichen ausgelegt. Die
Objekttrager wurden fur 10 Minuten mit TBS (TrisfBuwed Salina= Tris 2,4g; NaCL 9,0gq;
NaN3; 1,3g; Tween 20 1,0ml, BSA 1,0g; ph 8,2; Merdkarmstadt) Uberschichtet.
AnschlieRend wurde das TBS entfernt und der jegeilPrimarantikorper (Santa Cruz
Biotechnology, Inc. Ludolf-Krehl-StralRe 33, 6912@itilberg) in einer Verdiinnung von 1:
100 aufgetragen. Bei der Negativkontrolle wurdeseieSchritt nicht beriicksichtigt. Die
Inkubation erfolgt in der feuchten Kammer tber Ndoti 4°C. Das Kontrollpeptid (Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg) wurde zu dhsin Teilen mit dem getesteten
Antikorper gemischt und eine Stunde lang inkubiBrdnach wurde der Ansatz 5 Minuten
lang bei 12000xg zentrifugiert und der Uberstand dér Primarantikdrper behandelt.

Ein Versuch enthielt somit drei Objekttrager beisfleg eines Antikorpers, je weiterem
getesteten Antikbrper wurde diese Palette um zwbjekdrager (Kontrollpeptid und

Antikorper) erweitert.

Nach der Inkubation wurden die Objekttrager abgakind, als Waschschritt, TBS fir 10
Minuten aufgetragen. Im Anschluss wurde dieses avieshtfernt und ein biotinylierter

Sekundarantikorper in einer Verdinnung von 1: 50f@etragen. Die Objekttrager wurden
fur eine Stunde inkubiert und der Waschschritt &S fur 10 Minuten wiederholt. Im

Anschluss wurde ein strept-avidin gekoppelter CYABtikorper (Dianova, Hamburg)

aufgetragen, die Inkubation erfolgte fir 30 MinuteDanach wurde wiederum ein
Waschschritt mit TBS durchgefihrt.

44



Im Anschluss wurde DAPI (= 4, 6-diamidino-2-phengol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen), zur Identifizierung des DNA-Materiaéifgetragen. Dieser Schritt ermoglichte
es, die Antikdrpermarkierungen in Relation zum DNaterial und somit zum Kopf des

Spermatozoons zu setzen (Verdiunnung der StammId$uk@p).

Nach 10 Minuten wurde dieses entfernt und ein dleftdnder Waschschritt durchgefihrt.
Die so behandelten Objekttrager wurden anschlie®ahdPropylgallat (Glycerin + PBS zu

gleichen Teilen, 3, 4, 5-Trihydroxybenzoatpropytese blasenfrei und gleichmalig

Uberschichtet. Hierbei wurde ein Tropfen Propyklauf den Objekttrager getropft und ein
Deckglas aufgelegt.

Die Auswertung der Immunreaktion erfolgte untereenLeitz-Fluoreszenz-Mikroskop DM-

RD/RE (400x VergrofRerung) (LeitzGmbH, Wetzlar).

3. 8. 2. 2. Dreifachmarkierung mit einem Rezeptoratikdrper, PSA-FITC und DAPI

Prinzipiell war der Vorgang der gleiche. Es wurddidlich ein Farbeschritt vorangestellt.
Hierzu wurde PSA-FITC (Pisum Sativum AgglutininufiTC-gekoppelt, Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Schnelldorf) auf die methanolfixiertemd trockenen Objekttrager
aufgetragen, um die Akrosomkappe zu markierenwdgtere Verlauf war der gleiche wie
unter 4. 6. 2. 1. Hierbei konnte differenziert wardzwischen kapazitierten, akrosom- und

nicht akrosomreagierten Spermatozoen.

3. 8. 2. 3. Dreifachmarkierung mit zwei verschiedegn, gegen unterschiedliche

Zielproteine, gerichtete Antikorper und DAPI

Dieser Versuch wurde durchgefuhrt, um gleichzeaiiggn AT1- und den AT2-Antikdrper in
einer Probe darzustellen und die Relation und Werig zueinander und zum
Spermatozoenkopf besser beurteilen zu kénnen.

Das Prinzip dieser Variante unterschied sich nwegsentlich von der bisher beschriebenen
Methode. Die Immunzytochemie wurde fir beide Amdei auf demselben Objekttrager
nacheinander durchgefiihrt, wobei DAPI erst nachMarkierung des zweiten Antikorpers

aufgetragen wurde.

3. 8. 2. 4. Immunzytochemie nach Kapazitation

Um die Abhangigkeit der Reprasentation, der All &#aren Typ 1 und Typ 2 im Bereich
der akrosomalen Region und der Geil3el von den ktkoitsverhaltnissen zu untersuchen,
wurde die akrosomale Reaktion im folgenden Versuitels Calcium lonophor A2318Dé
Jonge et al., 1989, Byrd et al., 1989, Kohn et al.,
1997 induziert und mit verschiedenen alternativen btionsvarianten verglichen.
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3. 8. 2. 4. 1. Calcium lonophor A23187

Zur Herstellung des gebrauchsfertigen Calcium Itwopvurden 10 mg Calcium lonophor
A23187 (Boehringer Mannheim Cal NO. 414603, Dedtsa) in 2 ml Dimethylsulfoxid

(DMSO) gelést und zu je 10 pl in Eppendorf-Cupgjudtiert. Diese wurden bei —20°C
gelagert. Vor Gebrauch wurden 10 pl dieser Losan@0i ul HTF Medium gegeben und 5,5
ml der entstandenen Losung zu 500 pl Spermatozepession zugesetzt. Die

Endkonzentration des lonophor A23187 betrug 10 mM.

3. 8. 2. 4. 2. Herstellung des Dimethylsulfoxid (DBO)

Zur Herstellung des gebrauchsfertigen DMSO wurd@rultDMSO (Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen, Deutschland) in 90 pl Hiédium gegeben. 5,5 ml dieser
Loésung wurden zu 500 pl Spermatozoensuspensionsetmje Die Endkonzentration der

L6sung betrug 0,1%.

3. 8. 2. 4. 3. Versuchsablauf

Fur jedes Ejakulat wurde eine Routinespermiogramstet. AnschlieRend wurde das
Ejakulat in HTF-1%HSA gewaschen, glaswollfiltriarhd abermals gewaschen. Das Pellet
wurde in 2 ml HTF-1%HSA resuspendiert und die Priobeier nummerierte Reagenzglaser
aufgeteilt. Reagenzglas 1 wurde drei Stunden benfRemperatur belassen, Reagenzglas 2
bei 37° C. Reagenzglas drei wurde 1 x in PBS gewasoaund unmittelbar nach der
Resuspendierung wurden Ausstriche angefertigt. &eaglas 4 wurde nach zwei Stunden
und 45 Minuten bei 37° C mit Calcium lonophor fi Minuten behandelt. Anschlieend
wurden die Proben 1, 2 und 4 in PBS gewaschen andign Proben Ausstriche angefertigt.
Die Ausstriche wurden einer Dreifachmarkierung trdgen und die markierten
Spermatozoen unter dem Mikroskop als Anteil von 408gezahlt. Die prozentualen Anteile
akrosomreagierter Spermatozoen in den verschieddPerben wurden anschliel3end

miteinander verglichen.
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3. 9. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbend Essay)

Mittels ELISA wurde die Konzentration von All im Benalplasma junger gesunder Manner,
Vasektomiepatienten und Patienten der andrologschAenbulanz der Hautklinik des
Universitatsklinikums Giel3en bestimmt. Die Gruppsektomierter Patienten sollte Hinweise

auf den Ursprungsort von All liefern (Siehe KaphkeP).

3. 9. 1. Prinzip des ELISA

3.9. 1. 1. Einfihrung

Der Begriff ELISA steht fur "Enzyme Linked Immunorbend assay". Oft wird er auch nur
EIA (Enzyme Immunoassay) abgekirzt. Es ist einevitto-Methode zur quantitativen
Untersuchung antigener Substanzen. Mit Einfihruegest Methode wurde eine wesentliche
Vereinfachung gegentber den bis dahin gebrauchlighiad’s (Radio Immuno Assay) erzielt,
bei denen das Prinzip zwar das gleiche war, derdhmgnit radioaktivem Material immer
aber auch ein Risiko und arbeitstechnisches Prohllanstellte, abgesehen davon, dass
Radioisotope eine Halbwertszeit besitzen, die degreiBh zuverlassiger Messungen
zusatzlich einschranken. Im RIA ist die Detektioetinode die ausgehende
Strahlungsintensitat im Vergleich zu Standards betex Strahlungsintensitat, im ELISA ist

es eine einfache Farbreaktion, die mit einem Fotengemessen werden kann.

3.9. 1. 2. Methode

Unterschieden werden miussen der ELISA vom kompefitiELISA. Der ELISA ist ein
heterogener Enzym-Immunoassay:

Die gegen das zu bestimmende Antigen gerichtetdik@per sind an eine Tragersubstanz
gebunden und bilden nach Inkubation mit der Prob@unkomplexe mit den Antigenen. An
diese Immunkomplexe lagern sich daraufhin zugegeleeaymmarkierte Anti-Antikérper an
(Sandwichmethode). Ein zugegebenes chromogenedr&uins Reaktionsansatz macht die
Antigen-Antikorper-Komplexe schlief3lich sichtbarieCErgebnisse werden mit mitgefihrten
Standards verglichen. Je hoher der Gehalt gesuShtestanz, desto starker die Farbreaktion.
Bei diesem System ist die Fehlerquote allerdingeehéls bei folgender Variante:

- Der kompetitive Enzymimmunoassay, wie er aucHiaser Arbeit verwendet wurde, weist
eine geringere Fehlerquote auf. Hier ist der Gelgdsuchter Substanz umgekehrt
proportional der Farbreaktion, da die Detektionstaz mit der gesuchten Substanz um

Bindungsstellen im Behalter konkurriert. (Abb. 15).
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An Hand des in dieser Arbeit verwendeten kompetithELISA soll diese Methode noch
etwas genauer erklart werden:

Peptidantikdrper, biotinylierte Peptide und niclibtimylierte Peptide (entweder Standards
oder unbekannte Probe) werden in ein ,well“ (=\&dtthgen der Mikrotiterplatte) pipettiert
und gemischt. Die Anti-Peptid-Antikdrper binden dre vorbehandelte GefalRwand der
Mikrotiterplatte. Das biotinylierte Peptid konkwert mit den Standardpeptiden oder den
Peptiden in der unbekannten Probe um die Antiktpdungsstellen (Schritt 1). Nach einer
Inkubationszeit von zwei Stunden werden ungebundetaylierte Peptide abgespilt und es
wurde  streptavidin-conjugiertes HRP = SA-HRP (Hoadesh  Peroxidase:
Meerrettichperoxidase) hinzugegeben und in einenitevem Inkubationsschritt von 60
Minuten die Bindung an die immobilisierten Komplexaus Priméarantikbrper und
biotinyliertem Peptid erlaubt (Schritt 2). Ubersshigle SA-HRP wurde sodann abgewaschen
und TMB (3,3",5 ,5"-Tetramethylbenzidin Dihydrochét) zugesetzt, welches mit der SA-
HRP reagiert (Schritt 3). Der Grad der Farbung wwell* ist abhangig von der Anzahl
gebundener biotinylierter Peptide, die an die imilimbrten Antikbrper gebunden sind. Je
mehr nicht biotinyliertes Peptid in der Probe ddsto weniger biotinyliertes Peptid kann an
den primaren Antikdrper binden und desto wenigarkstfallt die Farbreaktion aus
(=kompetitiver Immunoassay).

Auf der folgenden Seite wird das Prinzip des ELI&Ach einmal in grafischer Form

zusammengefasst (Abb. 15).
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Abb. 11: Schematische Darstellung eines kompaiitii#ISA: Die gesuchte Substanz

konkurriert mit einer definierten Menge biotinyier Substanz um die
Antikorperbindungsstellen. Nur die biotinylierte bStanz bindet SA-HRP (Streptavidin-
Horse-Radish-Peroxidase). SA-HRP reagiert mit TMB3(5 ,5 -Tetramethylbenzidin
Dihydrochlorid) unter Emission von Licht, welch@sdinem Photometer gemessen werden
kann. Je mehr biotinylierter Substanz die Antikérgebunden hat (=je weniger gesuchte
Substanz in der Probe), desto intensiver ist diehtemission (=Farbreaktion). 3. 9. 2.

Versuchsdurchfihrung

Die Ejakulate von freiwilligen Probanden, vasektertén Mannern und Patienten der
andrologischen Ambulanz der Hautklinik des Univ@tsklinikums Gief3en wurden nach
einer Verflissigungszeit von maximal 10 Minuten B80g und 4°C abzentrifugiert und der

Uberstand in Glaskivetten bei -20°C bis zur weitérerarbeitung gesammelt (Abb. 16). Es
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wurden Proben von bekannten Probanden und andsolagiPatienten verwendet um die Zeit
bis zur Verarbeitung der Probe und somit Zeit inAlé abgebaut wird, durch Weglassen der
Routinediagnostik moglichst zu reduzieren.

Die Proben wurden bei 4°C aufgetaut. Sdmtliche i#gbehritte sollen bei Raumtemperatur
stattfinden, daher sollten die Materialien vor Begauf Raumtemperatur gebracht werden.
Primarantiserum, Standardpeptid, biotinyliertes tlepund SA-HRP wurden nach

Gebrauchsanleitung im mitgelieferten Puffer geldst.

: Zentrifugation bei Uberstand:
EJ akulat 300xg fur 10 Aufbewahrung bei
l Minuten bei 4C -20C
Routine - \ / \
Spermiogramm Uberstand:
aus friheren Zentrifugation bei Auftauen bei 4T und
Untersuchungen 1500xg fiir 10 Durchfiihrung des ELISA
Minuten bei 4C nach Arbeitsanweisung
des Herstellers

Abb. 12: Kurzprotokoll fir die ELISA. Nach Aufbéwneig der Ejakulatprobe erfolgt eine
Zentrifugation bei 4°C zunachst bei 300xg fur 10Mer Uberstand wird bei 1500xg
abermals fir 10Min. zentrifugiert und der darausnimegehende Uberstand wird in
Glaskuvetten bei -20°C bis zur Durchfihrung des3A_aufbewahrt.

1. Initiation: Die vorbereitete Mikrotiterplatte wurde nach foldem Schema beschickt:

ITOmMMmOo0|wm|>

Tabelle 3: Pipettierschema eines herkdbmmlichen ELIS

Dunkelgrau: Standardkonzentrationen in Doppelbestimg (Spalte 1 und 2), wobei A1 und
A2 den Nullwert reprasentieren (grau unterlegt)lioen pro Feld 50ul.

Hellgrau : Proben in Doppelbestimmung (Spalte 1 @h&¥olumen pro Feld: 50ul.
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In jedes Feld wurden anschlielend 25ul Priméaramgéaiosung und 25ul biotinyliertes
Standardpeptid gegeben. Danach wurde die Platteingr mitgelieferten Folie verschlossen

und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

2. Enzymatische Detektion

Die ELISA-Platte wurde ausgeschittet und 5 Mal\Wigtschpuffer gewaschen.

Von der angefertigten SA-HRP-L6sung wurden 100pjeotes well gegeben und die Platte
wieder mit der Folie verschlossen. Danach wurde 60r Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, wobei die Platte abgedunkelt wurde. Imséhluss wurde der Waschvorgang
wiederholt und die mitgelieferte TMB-L6sung aufgefen. Hierzu wurden 100ul der
gebrauchsfertigen Losung in jedes well pipettied die Platte abermals abgedeckt inkubiert.
Die Inkubationszeit sollte zwischen 30 und 60 Mewutiegen. Der Hersteller empfiehlt
jedoch, alle 5 bis 10 Minuten die Farbe zu Gbegniiind je nach gewiunschter Farbintensitat
die Reaktion dem néchsten Schritt zu Uberfiuihren.

Hierbei werden 100ul einer 2N-HCL-L6sung in jedeslivpipettiert, um die Reaktion zu

stoppen.

3. Auswertung

Der Boden der ELISA-Platte wurde mit 70%igem EtHamlogewischt und die APS-Folie
entfernt. Die Mikrotiterplatte wurde in einem Fotet@ar ELISA Photometer Multiscan
MCC/340, Titertek Labsystems, Alabama, YS#ei einer Wellenlange von 450nm

ausgewertet.

Die statistische Auswertung erfolgte duréterrn Dr. Boedeckerund Frau Scheibelhut
(Arbeitsgruppe ,Medizinische Statistik am Instittitr medizinische Informatik der Justus-
Liebig-Universitat GiessgnEs wurde der Median der drei Gruppen ermittiéise mit dem
Median-Test verglichen und die Variabilitat der Wéemit dem Test nach Siegel-Tukey, auf

Unterschiede zwischen den Gruppen, untersucht.
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3. 10. Motilitdtsbestimmung mittels ComputergestatzAnalysis (CASA)

3. 10. 1 Einfuhrung

CASA (Computer-Assisted-$ermmotion-Aalyser) steht zur objektiven Beurteilung des
Ejakulats seit Mitte der 80er Jahre zur VerfugubDg\Wis et al., 1989, Vantman et al., 1989).
Die CASA ist eine etablierte Untersuchung fiir diemrtung von Spermatozoendichte und
Funktion, deutliche Abweichung zur manuellen Samahge treten lediglich bei zu hoher
und zu niedriger Spermatozoenkonzentration in debé auf Yantman et al., 1989 Diese
Technologie basiert auf digitalisierten Spermatobddern, welche tber eine Videokamera
sichtbar gemacht werden und mittels eines speai€llanputerprogramms analysiert werden
(Abb. 17). Die Untersuchungszeiten sind kurz un@ dirgebnisse sind weitgehend
untersucherunabh&ngig und somit in hohem Mal3e tbjek

Das Prinzip der CASA besteht darin das Bild untemdMikroskop mit einem Rechner
auszuwerten. Hierzu ist das Mikroskop Uber eine €EK&mera an einen PC angeschlossen,

der mit der entsprechenden Soft- und Hardware stestet ist.

[ =
A
{

e

lT;lllll,"'H!\A\\

Abb. 13: Arbeitsplatz der verwendeten CASA-Einaobt(SM-CMA, andrologisches Labor,

Hautklinik des Universitatsklinikums Giessen/Mawdpur

Das CASA-System ist eine Weiterentwicklung der iét Exposure Photography (MEP),

die ab Ende der 70er Jahre eingefuhrt wurde (Makir9, 1980, 1981). Es wurde seit dem
Ende der 80er Jahre kontinuierlich evaluiert urashdardisiert (Davis et al., 1989, Makler et
al., 1991, Dauvis et al., 1992; Vantman et al., 2988us et al., 1995; Hirano et al., 2001) Das
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von uns verwendete System ist das Stromberg-MikiNC#ion-Analysis System (SM-
CMA). Verschiedene Grundeinstellungen kdnnen vosgemen werden (Tabelle 4). Bei
Einhaltung von standardisierten Bedingungen und ahepfohlenen Richtlinien gelten die
Ergebnisse der CASA als wiederholbar und zuveda@diortimer et al., 1995; European
Society of Human Reproduction and Embryology 1996

Die Auswertung erfolgt automatisch, wobei das Paogn die einzelnen Pixelgruppen
differenzieren kann und Spermatozoen von anderdienZenterscheidet. Diese Auswahl
wurde durch eine zusatzliche Schwanzdetektion poéhisiert(Krause &.Schonherl, 1993
Spermatozoen mit einer Geschwindigkeit unter 5pwesden als immotil bewertet, solche
mit einer Geschwindigkeit zwischen 5um/s und 15uwesden als lokal motil klassifiziert
und Spermatozoen mit einer Geschwindigkeit tbeni/Sjals motil.

Diese Methode ermoglicht eine weitgehend untersuctadhéngige Messung, die zudem
standardisiert ablauft. Die Einflussfaktoren awd dielgréRe werden somit auf ein Minimum
reduziert. Fehler konnen durch Gerateeinstellungswahl nicht repréasentativer Blickfelder
und unterschiedliche Aufbereitung der Proben engstfNeuwinger et al., 1990 a, b; Kéhn et
al., 1993; Hinney et al., 1993; Davis et al., 1996 ASA-Parameter kbnnen die Bewegung
humaner Spermatozoen prinzipiell in drei Kategorierierteilen, welche wiederum eine
Klassifizierung in Unterklassen erlauben: Neben Metilitdit konnten mit dieser Technik
auch Bahn- und Geschwindigkeitsparameter der Spermen analysiert werden. Die

Parameter gliedern sich wie folgt:

1. Prozentuale Motilitat (%)

a) - Immotile
b) - Lokal Motile
c) — Motile

c) 1. Bewegungsart (%)
a) Kreislaufer, b) - Nicht Lineare, c) — Lineatk,- Hyperaktivierte

c) 2. Geschwindigkeit (um/s)
1. VSL (Velocity Straight Linear): Lineare Geschwigkeit,
Progressivgeschwindigkeit. Gemittelte Geschwindigke des
Spermatozoenkopfes auf der evaluierten Gerade kensStart- und zuletzt
bestimmten Messpunkt.
2. VCL (Velocity Curve Linear): kurvenlineare Gesghdigkeit,
Spurgeschwindigkeit. Mittlere Geschwindigkeit degefnatozoenkopfes
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entlang der tatsachlichen Bahn, die sich in denizidnensionen des

Gesichtsfeldes darstellt.

3. VAP (Velocity Average Path): PfadgeschwindigkeiGemittelte

Geschwindigkeit entlang der rAumlichen Bahn desrSa®zoenkopfes
Hierbei gelten die Punkte c)1. und c)2. nur fir dénerpunkt 1. ¢ (Abb. 14).
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Abb. 14: Darstellung der grundlegenden Bahnen zurereBhnung der
Geschwindigkeitsparameter VSL, VAP und VCL. VSgpenht der WHO Klassifikation A:
Progressiv Motile Spermatozoen (Ludwig et al., 2996

Daruber hinaus ermdglicht dieses System eine Auawgider Konzentration, die in mittleren
Konzentrationsbereichen den Ergebnissen herkomerlichuszahlungen entspricht. Die
Software erlaubt es, die Grundeinstellungen zundsén, es ist somit moglich, Spermatozoen
verschiedener Spezies mit diesem System auszuwertere Parameter der
Grundeinstellungen unseres Systems sind in dereridlgn Tabelle aufgefihrt. Die
Einstellung erfolgt gemaf? den Empfehlungen des t€eeéstellers und wurde fir samtliche
Versuche beibehalten.

3. 10. 2. Motilitatsmessungen an humanen Spermataao mittels CASA

Es wurde Uberprift welche Auswirkungen Al und Alif aerschiedene Motilitdtsparameter
haben und inwiefern sich vorhandene Effekte durieh Rezeptorantagonisten Losaftan

Saralasin und PD123319 beeinflussen lassen. Irerdigédoeit werden die Ergebnisse der
Untersuchungen zu Al jedoch nicht aufgefuhrt. Dieratichsdurchfiihrung folgte einem

festgelegten, standardisierten Schema (Abb. 19 Datenerhebung wurde explorativ
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durchgefuhrt. Die Datenauswertung konzentrierteh sguf die Parameter Motilitat,
Immotilitdt und Lokal Motile Spermatozoen.

3.10. 2. 1. Einfluss von All auf die Bewegung huamer Spermatozoen

a) Konzentrationsreihe

All wurden in Aqua dest. zu einer Stammldsung vor M gelost, alliquotiert und bei -20°C
eingefroren. All in einer Konzentration von 10bis 10 M eingesetzt. Von jeder
Ejakulatprobe wurde ein Routinespermiogramm etstelinschlieBend erfolgte die
Glaswaollfiltration. Das Filtrat wurde in HTF-1%HSAyewaschen und das Pellet im
entsprechenden Medium resuspendiert. Die Konzémtrater Spermatozoen wurde auf 40
Mio. Spermien/ ml eingestellt und die Probe aufgesvdrmten Eppendorfcups zu je 1ml
portioniert. Das Zusetzen der Substanzen zu deeiljgen Proben erfolgte in einminttigem
Abstand, um die Messzeit der Probe am CASA zu lsicistigen. Der Kontrolle wurde
dasselbe Volumen an A. dest. ohne den Zusatz vdnzédefligt. Die Proben wurden
anschlieBend 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die weung erfolgte mittels CASA nach 15
Minuten und 60 Minuten. Eine weitere Messung wurdach einem anschlielRend
durchgefuhrten Waschschritt durchgefuhrt. Hierzudeudie Probe in 5ml HTF-1%HSA
resuspendiert, bei 400xg zentrifugiert und dasePelineut in einem Gesamtvolumen von 1ml
in HTF-1%HSA resuspendiert. Damit sollte die zuggtee Substanz aus der Probe
weitgehend ausgewaschen werden, um einen evemumgthhaltigen Effekt der Substanzen
zu untersuchen. Wahrend der Messungen wurden digeRrauf einer 37°-Warmeplatte, in
einem Eppendorfcup-Stander aufbewahrt. Zwischen Messungen wurden die Proben
wieder in den Warmeschrank gestellt. Um ein Vertemsder Probenflissigkeit zu

verhindern, wurden die Eppendorfcups nur kurz, Alrpippetieren der Messprobe gedffnet.
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Parameter und | Erlauterung

Richtwert

FRMAX: 30 Anzahl der Bilder der Sequenz

FRMIN: 15 Anzahl der Bilder, die ein Objekt mindestens erkamarden muss, ur
als Spermatozoon gezahlt zu werden

TIME: 20 Zeit zwischen zwei Videohalbbildern

AREAMIN: 35 Untere Flachengrenze in Pixel, Uber die ein Objaktn muss, um in di

Auswertung einzugehen

1%

AREAMAX: 350

Obere Flachengrenze in Pixel, unter die ein Odglén muss, um in di

Auswertung einzugehen

1%

OBJECTS: light

Durch die Phasenkontrastmikroskopie erscheinerOtiekte heller, al$

der Hintergrund

11

\1%4

CLASS: 3 Klasseneinteilung der Geschwindigkeit (numerisah)m/s

IMO: 5 Geschwindigkeitsgrenze fiur immotile Objekte in pm/s

LOC: 15 Geschwindigkeitsgrenze fur lokal motile Objektqim/s

DEPTH: 10 Tiefe der Messkammer in um

COLUMNS: 2 Anzahl der zu bearbeitenden, horizontalen Zeilen

PDIST: 31 Kreisradius in Pixel, in dem Objekte zugeordnetdeer

VANISH: 2 Anzahl der Bilder, bei denen ein Spermatozoon webericksichtigt
wird, falls es bei einer Drehung, bedingt durch fthehe Form, unter di
Messebene getaucht ist.

SELDIR: on Zuordnung der Teilbahnen, entsprechender Algorigmntersucht dig
Richtung einer Bahn als Bahnparameter

CORRECT: on Videokamera liefert Bilder im ,Interlaced-Betriebs~ aufeinande
folgende Halbbilder in horizontaler Richtung, jelseum eine Zeile
verschoben. Schwerpunktsermittlung korrigiert dieSehler.

TUKEYWIN: 4 Grol3e des linearen Tukeyfensters, mit dem die Babeglattet werden

TAIL: light Mustererkennung linienhafter Strukturen an den Kogén der Objekte

die heller sind als der Hintergrund

CALIBRATION: 390

Eichfaktor fir das verwendete Kamera-Mikroskopobjek

SEQMODE: on

Die analysierten Bilder werden vom Sequenzspeigakden

Tabelle 4: Die Grundeinstellungen der CASA mit detpfohlenen Werten
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Routine-
: > .
/ Ejakulat spermiogramm
Native Probe Gewaschene Probe, Zusatz von All oder AT1- oder AT2-
Aufteilung in L, Blocker oder All nach Vorinkubation
entsprechende Anzahl mit AT1- oder AT2- Blocker
Eppendorfcups

|

Kontrolle = Zusatz von A.dest

l ,,

CASA zum Zeitpunkt 15 min, 60 min und nach einem Waschschritt

CASA

Abb. 15: Kurzprotokoll fur die Durchfihrung der Muaétsbestimmungen mittels CASA.
Nach Aufbereitung des Ejakulats wurden CASA-Messunginer Nativprobe sowie
aufbereiteter Proben mit den entsprechenden Zuséataeh 15min und 60 min sowie nach

einem Waschschritt durchgefthrt.

b) Effekt von All auf CASA-Parameter

Fur diesen Versuch erfolgte eine Aufteilung deigaafbeiteten Probe in fiinf Eppendorfcups.
Eine Kontrolle, der nur A. dest. zugesetzt wurded awei Proben, die zum einen All in
einer Konzentraton von 1M und zum anderen 1™ enthielten wurden nach
Inkubationszeiten von 15 Minuten, 60 Minuten undmainem Waschschritt in HTF-1%HSA
(zur Entfernung des A Il) ausgewertet. Die Probemden wéhrend der Messzeit auf einer
Warmeplatte bei 37°C aufbewahrt, zwischen den Muepsu wurden sie wieder in den

Warmeschrank gestellt.
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3. 10. 2. 2. Losartafi, Saralasin, PD123319

a) Konzentrationsreihe

Die Blocker Losartan, Saralasin und PD123319 wumleriner Stammlésung von 101 in

A. dest. gelost und alliquotiert bei -20 °C aufblvia Den vorbereiteten
Spermatozoenansatzen wurden die Blocker in derchviedenen Konzentrationen zugesetzt.
Die Endkonzentrationen betrugen je>1@ ansteigend in Zehnerschritten bis za*4M. Den
Proben wurde nach einer Inkubation von 10 Minutéhireiner Konzentration von 10M
zugesetzt. Es wurden zwei Kontrollen durchgefiBdm einen wurde A. dest. statt des
addierten Volumens des Zusatzes von All und desKeis, zugesetzt. Zum anderen wurde
der Blocker ohne All zugesetzt, um festzustelldm,deeser eine All-unabhéngige Wirkung
besitzt. In diesem Ansatz wurde das Volumen anZABMatz durch Zugabe von A. dest.
bericksichtigt.

b) Effekt von Losartan®, Saralasin und PD123319 auf die motilitatssteigete Wirkung
von All

Um festzustellen, ob die Rezeptorblocker Losé&ttaralasin und PD123319 einen Effekt
auf die durch All vermittelte Wirkung besitzen, wer die Probe in vier Eppendorfcups
aufgeteilt. Das Cup Nr. 1 enthielt die Negativkohi&, dem das entsprechende Volumen A.
dest. der Zusatze der anderen Proben zugeflgt wurde

Cup Nr. 2 enthielt die Positivkontrolle, als Zusatarde All in einer Endkonzentration von
10° M zugefiigt. Cup Nr. 3 enthielt eine 2. Negativkolie, es wurde der entsprechende
Rezeptorblocker (Losart&nSaralasin oder PD123319) ohne All in einer Kotzgion von
jeweils 10" M zugefiigt.

Das Cup Nr. 4 enthielt den jeweiligen Rezeptorbdwontsprechend dem Cup Nr. 3. Nach
fiinf Minuten Inkubation wurde All in einer Endkomegation von 10 M zugesetzt. Die
Messzeitpunkte wurden auf 15 und 60 Minuten festgelEine weitere Messung erfolgte
nach einem angeschlossenen Waschschritt in HTF-1®oH® die zugesetzten Substanzen
zu entfernen. Die Proben wurden wahrend der Messumgf einer Warmeplatte bei 37°C
aufbewahrt und zwischen den Messungen in den W&hraesk gestellt.

Die Rezeptorantagonisten Saralasin und PD12331%emuzusammen untersucht. Somit
lagen hier 5 Proben vor (All, Saralasin, SaralasirAll, PD und PD + All). Daher
entsprechen sich die Messwerte der All modulieMerilitdétsanderungen von den jeweiligen

Tabellen und Graphen.
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3. 11. Statistische Auswertung

Die Datenerhebung in dieser Arbeit erfolgte, sofeicht anders aufgefiihrt, explorativ. Die
statistische Auswertung der CASA-Ergebnisse wueDr. BoedekeundFrau Scheibelhut
(Arbeitsgruppe ,Medizinische Statistik” am Institfitr medizinische Informatik der Justus-
Liebig-Universitdt Giessgn durchgefuhrt. Hierzu wurden die Daten mit dem
Statistikprogramm SAS in einem Vorzeichenrangtesadifizierter Wilcoxon-Test) geprift.
Hierbei wurden die statistischen Uberlegungen legi\dersuchsplanung beriicksichtigt und
auf eine genaue Dokumentation aller Ergebnissemattiodischen Variationen bestanden.
Da die meisten physiologischen Parameter nichtdstamormal verteilt sind, dies gilt
ebenfalls fir Motilitatsparameter humaner Spern@oz erfolgen die Angaben als Median
+/- Mittlere Abweichung. Der adéaquate Schatzer iistdiesem Falle der Hodges-Lehmann-
Schéatzer. Nur dort wo eine Normalverteilung vorasedzt werden konnte, wurde der
Mittelwert +/- Standardabweichung angefihrt.

Der Begriff ,signifikant wird hier nicht im Sine einer Irrtumswahrschedatikeit p<x gewahlt

sondern als deskriptiver Begriff eines tatsachlickmtistischen Unterschiedes.

Die ELISA-Untersuchung erfolgte konfirmatorisch. eDistatistische Auswertung wurde
ebenfalls von Herrn Dr. Boedecker und Frau Schetietiurchgefiihrt. Die getesteten drei
Kollektive wiesen dabei offensichtlich die gleiclhage auf, daher wurde vor allem die
Variabilitdt zwischen den drei Kollektiven unterbtic Voraussetzung fiur den Test auf
Gleichheit der Variabilitat im Sinne der Null-Hypatse war dennoch die Bewertung auf
Unterschiede des Medians. Anders ausgedruickt:

Trotz der offensichtlichen Ubereinstimmung der dMediane wurde eine statistische
Auswertung durchgefiihrt. Dies erfolgte nicht, uns @fensichtliche zu bewerten, sondern
als Voraussetzung fur den weiteren Test.

Im nachsten Schritt wurde mit Hilfe eines nichtpaesrischen Tests die Gleichheit der
Variabilitdt untersucht. Aus den mdglichen Testsrdeu der Test nach Siegel-Tukey

ausgewahlt.

Fur qualitative Versuche wurde keine statistischeuswertung durchgefihrt

(Immunzytochemie, Western-Blot).
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4. Ergebnisse

4. 1. Immuncytochemische Lokalisation von All- Rg#eren Typ 1 und Typ 2 auf

humanen Spermatozoen

Mittels Immunzytochemie gelang der Nachweis der ARezeptoren auf humanen
Spermatozoen. All Rezeptoren zéhlen zu den hepkalesh Neurotransmitter- und
Hormonrezeptoren. Erstmals wurde hierbei auch dBfRAzeptor-Typ 2 auf humanen
Spermatozoen nachgewiesen. Fiur alle Reaktionen dads die besten Ergebnisse nach
Fixierung mit eisgekuhltem Methanol erzielt wurderFixierungsversuche mit

Paraformaldehyd flihrten zu verwaschenen, nichiebuagichenden Préparaten.

4. 1. 1. Nachweis von AT1 auf humanen Spermatozoen

Die AT1- spezifischen Antikorper AT1- N10 und ATBO6 wurden eingesetzt, um AT1
mittels Immunzytochemie an nicht kapazitierten @pzoen nachzuweisen. Dabei gelang
der Nachweis lediglich beim Einsatz des AntikorpAfsl- 306. Dieser Antikorper richtet
sich gegen die Aminosduren 306 — 359 des humanef. An nicht kapazitierten
Spermatozoen zeigte sich eine Markierung in detagossomalen Region, am Mittelstiick
und am Flagellum bei ca. 90% der gezahlten Spemuato(Abb. 20).

Abb. 16: Immuncytochemischer Nachweis des AT1 maiddeder postakrosomalen Region,
dem Mittelstick und am Flagellum humaner, nichtazaterter Spermatozoen, durch Einsatz
des spezifischen Antikorpers AT1- 306. (Leitz-Fdamenz-Mikroskop DM-RD/RE, 400x
VergrofRerung, Leitz GmbH, Wetzlar)
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Die Vorbehandlung des Antikdrpers mit Kontrollpepftiihrte zu keiner Immunreaktion an
humanen, nicht kapazitierten Spermatozoen, weldeAntigenspezifitat des Antikorpers
bestatigt. In einer zweiten Kontrolle wurde TBS{eufohne Primérantikdrper aufgetragen,
was ebenfalls dazu fuhrte, dass es zu keiner Imsalttion kam.

Beide Kontrollen belegen die Spezifitat des Primtéikérpers und sprechen gegen eine
unspezifische Bindung durch den Sekundarantikorper.

Weiterhin wurde eine Doppelmarkierung mit DAPI cwefuhrt, um die DNA anzufarben
und somit die Relation zur immunzytochemischen Makg durch den Primarantikérper
AT1- 306 aufzuzeigen. Hierdurch verdeutlichte sicler Nachweis des AT1 im
postakrosomalen Bereich, dem Mittelstiick und deagé&llum humaner Spermatozoen (Abb.
21).

Abb. 17: Immuncytochemischer Nachweis des ATleireidh der postakrosomalen Region,
dem Mittelstick und am Flagellum humaner, nichtazaterter Spermatozoen, durch Einsatz
des spezifischen Antikorpers AT1-306. Doppelmarkigrmit DAPI, zur Detektion des

Nukleus. Die hellere Region im postakrosomalen iBlererklart sich durch die Uberlagerung

der Markierung des AT1 durch AT1- 306 und der Menling des Nukleus durch DAPI.

(Leitz-Fluoreszenz-Mikroskop DM-RD/RE, 400x Vergrodg, Leitz GmbH, Wetzlar)
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4. 1. 2. Nachweis von AT2 auf humanen Spermatozoen

Die beiden AT2- Antikdrper AT2- C18 und AT2- N19 wden eingesetzt, um den AT2 auf
humanen Spermatozoen nachzuweisen und zu lokehsieHierbei zeigte sich eine

immuncytochemische Markierung lediglich unter Etmsdes AT2- C18. Dabei wurde das
Akrosom intensiv angeféarbt, wo hingegen die Ubri§permatozoenanteile keine Markierung
aufwiesen (Abb. 22).

Abb. 18: Immuncytochemischer Nachweis des ATZ2 imeidbe der akrosomalen Region

humaner, nicht kapazitierter Spermatozoen durchs&iin des spezifischen Antikérpers AT2-
C18. Postakrosomale Region, Mittelstick und Flamelizeigen keine Markierung. (Leitz-

Fluoreszenz-Mikroskop DM-RD/RE, 400x Vergrof3erlwegtz GmbH, Wetzlar).

Es zeigte sich eine Markierung bei 60 — 90% dem8a®zoen. Die Streuung schien dabei
spenderabhangig zu sein.

Eine Vorbehandlung des Antikdrpers mit Kontrollpégdtihrte zu keiner Immunreaktion an
humanen, nicht kapazitierten Spermatozoen. Ebem$oEmmsatz von TBS- Puffer ohne
Primérantikdrper kam es zu keiner Immunreaktion.

Beide Kontrollen belegen die Spezifitat des Primtéikérpers und sprechen gegen eine
unspezifische Bindung durch den Sekundarantikorper.

Des Weiteren wurde eine Doppelmarkierung mit DARIrctigefihrt, um die DNA
anzufarben und somit die Relation zur immuncytodeehen Markierung durch den
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Primarantikorper AT2-C18 aufzuzeigen. Hierdurchdeertlichte sich der Nachweis des AT2
im akrosomalen Bereich, unter Aussparung der postaknalen Region, des Mittelstlicks

und des Flagellums humaner Spermatozoen (Abb. 23).

Abb. 19: Immuncytochemischer Nachweis des AT2 imeidbe der akrosomalen Region
humaner, nicht kapazitierter Spermatozoen durcls&in des spezifischen Antikdrpers AT2-
C18. Postakrosomale Region, Mittelstick und Flagell zeigen keine Markierung.
Doppelmarkierung mit DAPI, zur Detektion des NukleDie Anderung der Farbe in der
akrosomalen Region gegeniber Bild 15 erklart sigtchl die Uberlagerung der Markierung
des AT2 durch AT2-C18 und der Markierung des Nuskthurch DAPI. (Leitz-Fluoreszenz-
Mikroskop DM-RD/RE, 400x Vergrof3erung, Leitz Gm@rizlar).

4. 1. 3. Immuncytochemischer Nachweis des ATZ2 in Alingigkeit von der Akrosomalen

Reaktion

Um die Abh&ngigkeit des immuncytochemischen Nachegides AT2 auf humanen
Spermatozoen von der akrosomalen Reaktion zu wictegs, wurden Spermatozoen von drei
gesunden Spendern, bei denen der AT2 sicher naelnvwar, mit 10uM lonophor
A23187 inkubiert. Der Zustand des Akrosoms wurdé RIFC-PSA untersucht. Mittels
Dreifachmarkierung durch AT2-C18 (PrimarantikorpeDAPI (DNA-Markierung) und
FITC-PSA (Akrosom) zeigte sich eine UbereinstimneeMhirkierung des Akrosoms und der
Markierung durch AT2- C18 (Abb. 24).
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Abb. 20 a und b: Immuncytochemischer Nachweis d&s il Bereich der akrosomalen

Region humaner, kapazitierter Spermatozoen duraisdfz des spezifischen Antikorpers
AT2-C18.

20a: Doppelmarkierung mit DAPI, zur Detektion deskNus. Die Anderung der Farbe in der
akrosomalen Region gegeniiber Bild 15 erklart sigtchl die Uberlagerung der Markierung
des AT2 durch AT2-C18 und der Markierung des Nskiuch DAPI.

20b: Dreifachmarkierung mit FITC-PSA zur Kontrollees Akrosoms. Die Intaktheit des
Akrosoms zeigte sich durch die gelbe FluoresARiezUberlagerung der drei Farben (Rot=
AT2, Blau= DNA und Gelb= Akrosom ergibt die untéisdliche Fluoreszenz gegeniber
Abb. 24a. (Leitz-Fluoreszenz-Mikroskop DM-RD/REPx40/ergrof3erung, Leitz GmbH,
Wetzlar)

Die Vorbehandlung des Antikorpers mit Kontrollpepfiihrte zu keiner Immunreaktion an
humanen, kapazitierten Spermatozoen. Als zweite tiétb@a wurde TBS- Puffer ohne

Primarantikorper aufgetragen. Auch hier zeigte &eime Immunreaktion. Dies kennzeichnet
Spezifitat des Primarantikérpers und spricht geger®e unspezifische Bindung durch den

Sekundarantikorper.
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4. 2. Immunoblot

Die Spezifitat der verwendeten Antikorper AT1-306duAT2-C18 sowie der qualitative
Nachweis der Rezeptoren auf humanen Spermatozoete wnittels Western-Blot tGberprift.
Hierzu wurden fraktionierte Spermatozoenbestaredtei einer SDS-Gelelektrophorese
aufgeteilt und im Immunoblotting weitergehend usteht. Es zeigte sich eine
Immunreaktion einzelner Komponenten im Bereich Nedekulargewichtes von humanen
AT2 aus Nebennierengewebe (=Positivkontrolle) lieiae43 kDa. Zum Versuchszeitpunkt
waren keine kommerziellen Positivkontrollen fir d&hl- Rezeptor zu beziehen. Erganzend
wurde eine zweite Negativkontrolle in den Versudéhgebaut. Beim Nachweis des AT1

wurde ebenso die AT2- Positivkontrolle verwendet.

4. 2. 1. Angiotensin Il Rezeptor Typl (AT1)

Im Immunoblot (Western-Blot) identifizierte der AT3D6 eine einzelne Proteinbande mit
einem ungefahren Molekulargewicht bei 41 kDa (AkBb). Dies entspricht dem
Molekulargewicht von AT1 vieler verschiedener Saiegggewebe Griendling et al., 1996;
Gur et al., 1998 Die Negativkontrolle (kein Primarantikorper) g keine

AT1 AT2-K+ Kontrolle

41Kd

Abb. 21: Nachweis des AT1 mittels Western-Blot Hesatz des AT1-Antikorpers AT1 (306)
bei 41Kd zeigte sich eine schmale Bande in der 8puProbe, die die Flagellae enthalt. Der
AT2-Antikérper AT2-C18 zeigte in dieser Probe kdReaktion. Die Negativkontrolle blieb

ohne Markierung.
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Banden. Auch eine AT2-Positivkontrolle zeigte keBande (zusatzliche Negativkontrolle)
als Nachweis fir die Spezifitdt des AT1-Antikbrpers

4. 2. 2. Angiotensin Il Rezeptor Typ 2

Im Immunoblot (Western-Blot) zeigte sich in der Bepdie die Spermatozoenkdpfe enthielt,
unter Verwendung des AT2-Antikorpers, eine Bandedae 43 kD. Die Negativkontrolle
zeigte keine Bande, die Positivkontrolle (KNRK-Wé&dell-Lysate, Santa-Cruz, Heidelberg)
zeigte eine Reaktion auf gleicher Hohe (Abb. 26).

AT2 +K Kontrolle

43Kd

Abb. 22:Nachweis des AT2 mittels Western-Blot. Bei Eindatz43Kd Antikdrpers AT2-C18
zeigte sich eine schmale Bande in der Spur der é&rdie die Spermatozoenkdpfe enthalt.
Der AT2-Antikorper AT2-C18 wies in der Probe der2Adositivkontrolle (K+, KNRK-
Whole-Cell-Lysate) ebenfalls eine Reaktion auf. \légativkontrolle blieb ohne Markierung.
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4. 3. ELISA

Mittels ELISA wurde die Konzentration von All im Bnalplasma von drei
unterschiedlichen Probandengruppen mit je n=13t@in{Tabelle 5 und 6, Abb. 27 und 28).
1. Gesunde Probanden, Spermiogrammparameter entsprAth©-Richtlinien.

2. Vasektomierte Manner der urologischen Praxis DauBrin Giel3en.

3. Patienten der andrologischen Ambulanz der Hautkhieis Universitatsklinikums Giel3en.
0-Hypothese:Die Konzentration an All im Seminalplasma von getn Probanden,
andrologischen Patienten und vasektomierten Manrstrim allen Gruppen gleich, resp.
zwischen den Gruppen gibt es keinen Unterschie@amalt an All im Seminalplasma.

H-1: Der Gehalt an All im Seminalplasma von gesundesb&nden, Vasektomierten und
andrologischen Patienten ist nicht gleich. Zwisctien Gruppen gibt es einen Unterschied.
Konfidenzintervall 95% (Signifikanzniveau 0,05),rtiimswahrscheinlichkeit p<0,05 ist
signifikant. Der Parameter ist nicht standardnouwmdéilt. Auswertung daher mit nicht-
parametrischem Test.

Die hdchste Streuung wies die PatientengruppeSiehé Tabelle 5, Abb. 23 und 24.).

Der Median in der Patientengruppe betrug 1ng/miSti¢uungen von 0,19ng/ml bis 6,9ng/ml
(Min/Max). In der Gruppe der vasektomierten Mann@9ng/ml (Min: 0,2ng/ml,
Max:1,4ng/ml) und in der Probandengruppe ebenfal®ng/ml (Min:0,55ng/ml,
Max:1,2ng/ml). Die Streuung war somit in der Pae@agruppe am groéfiten.

Aufgrund der offensichtlichen Lagegleichheit des did@s macht es fir diese drei
Stichproben wenig Sinn, die Mediane zu vergleich2ie. drei Gruppen unterscheiden sich
augenscheinlich jedoch durch die Variabilitat. Desinmuss als Voraussetzung fir den Test
auf Gleichheit der Variabilitat als erstes mit démedian-Test untersucht werden, ob sich
Unterschiede beziiglich des Medians der Verteilunigeagen lassen. In diesem Fall zeigte
sich erwartungsgemald kein Unterschied (p=0,65) diedNullhypothese kann beibehalten
werden (Tabelle 6). Das bedeutet, dass es keimerdthied der All-Konzentration in den
drei Gruppen gibt. Sowohl gesunde Probanden, Ratieser andrologischen Ambulanz, als
auch vasektomierte Manner weisen eine All-Konzéionason ca. 1ng/ml auf.

Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe eines nichtpaesrischen Tests die Gleichheit der
Variabilitdt untersucht. Aus den moglichen Testsrdeu der Test nach Siegel-Tukey
ausgewahlt. Fur den paarweisen Vergleich zwischem @ruppen 1 (Patienten) und 2
(vasektomierte Manner) ergab sich eine Wahrsclobikdit fir das beobachtete oder ein
extremeres Ereignis von p=0.016, zwischen den Gmpp und 3 (gesunde Probanden)
p=0.021 und zwischen den Gruppen 2 und 3 p=0.95@rdicht in Tabelle 7). Es finden sich
also deutliche Hinweise, dagsvischen den Gruppen 1 und 2 bzw. 1 und 3 Untezdehi
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bezuglich der Dispersion der Verteilungen besteted hier die o-Hypothese verworfen

werden muss.

Patienten Vasektomierte Probanden (Gr.

(Gr. 1) (Gr. 2) 3)
Probe 1 1 0,65 1,1
Probe 2 2,8 1,05 1
Probe 3 6,9 0,9 0,8
Probe 4 1,4 0,85 0,75
Probe 5 0,6 1,1 0,57
Probe 6 0,6 1,4 0,95
Probe 7 5 1,4 1,1
Probe 8 0,58 1 0,75
Probe 9 0,95 0,95 0,85
Probe 10 6,4 0,7 1,2
Probe 11 2,9 0,8 1,2
Probe 12 0,74 0,8 0,55
Probe 13 0,19 0,2 0,9
Median 1 0,9 0,9
(ng/ml)
Min. 0,19 0,2 0,55
Max. 6,9 1,4 1,2

Tabelle 5: Ergebnisse des All-ELISA. Dargestelttdsdie Konzentrationen an All in den
verschiedenen Proben (ng/ml, Median, kleinster Whtin.), grof3ter Wert ( Max.) in
humanem Seminalplasma von gesunden Probanden (n£hBenten der andrologischen
Ambulanz der Hautklinik Giel3en (n=13) und vasekéostar Manner (n=13)

In Abbildung 24 sind die Ergebnisse graphisch dsteji. Es wird deutlich, dass die hdchste
All-Konzentration in der Gruppe der Vasektomiertgemessen wurde. Hier findet sich
allerdings auch die grol3te Streuung der Werte (AH). Im Gegensatz dazu streuen die

Werte der beiden anderen Gruppen eng um den Bere@ml.

Vergleich der Mediane derlirrtumswahrscheinlichkeit p
drei Gruppen 0,65

Tabelle 6: Irrtumswahrscheinlichkeit p fur die Odthese, Schlussfolgerung: Es gibt keinen
Unterschied zwischen den Medianen der drei Grup{i&mppe 1: Probanden, Gruppe 2:

Vasektomierte, Gruppe 3: andrologische Patienten).
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Gruppe 1 vs. Gruppe | Gruppe 1 vs. Gruppe 3| Gruppe 2 vs. Gruppe 3

Unterschied Signifikant Signifikant Nicht signifikant
p<0,05 (0,016) p<0,05 (0,021) P=0,959

Tabelle 7: Ergebnisse des AII-ELISA. Dargestelltndsi die Ergebnisse des
nichtparametrischen Tests auf Gleichheit der Valid (Test nach Siegel-Tukey).

Gruppe 1: Patienten der andrologischen AmbulanzHigutklinik Giel3en (n=13), Gruppe 2:
vasektomierter Manner (n=13), Gruppe 3: gesundebBrmen (n=13).

Konzentration ng/
O F N W A~ 0O O N ©

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Abb. 23: Bestimmung der All-Konzentration (ng/mt) humanem Seminalplasma von
Patienten der andrologischen Ambulanz der HautklirieRen (Gruppe 1, n=13),
vasektomierten Mannern (Gruppe 2, n=13) und gesunBebanden (Gruppe 3, n=13
mittels ELISA. Median +/- Max/Min. Der Vergleichrdglediane zeigt keinen Unterschied
zwischen den Gruppen @=0,65). Gruppe 1 unterscheidet sigudoch in der Verteilung
signifikant von Gruppe 2 (p= 0,016) und Gruppe 2(q®21). Beachte die Skalierung der

Ordinate.
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Konzentration (ng/ml)
D

D¢ N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
\OProbanden mVasektomierte APatienten\

Abb. 24: Bestimmung der All-Konzentration (ng/mt) humanem Seminalplasma von
gesunden Probanden (n=13), Patienten der androtdgia Ambulanz der Hautklinik Giel3en
(n=13) und vasektomierter Manner (n=13), mittels IEA. Darstellung der einzelnen

Messwerte.

Die mittlere Konzentration von All konnte auf can@/ml Seminalplasma ermittelt werden.

Diese entspricht somit der verwendeten All-Konzatian 10°M in den Motilitatsversuchen.
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4. 4. CASA

Erlauterungen zur Interpretation der ErgebnissBer Einfluss von All auf humane
Spermatozoen wurde mittels CASA explorativ untensuc Dabei ergaben die
Motilititsmessungen an humanen Spermatozoen eioemenAnzahl an Ergebnissen, von
denen die wichtigsten im Folgenden angefihrt westglen. Weil die Ergebnisse explorativ
durchgefuhrt wurden, existiert keine 0-Hypothesenmbch lag eine Fragestellung vor: Es
wurde untersucht ob All einen Einfluss auf die Mttt humaner Spermatozoen hat.
Einfihrend wurden die Peptide Al und All in eineor¢entration von I®bis 102 M (All)
und 10>-10'% (Al) zu den aufbereiteten Spermatozoensuspensiangesetzt. All wurde
so gewahlt, dass der mittlere Wert aus der ELISAetsuchung (1ng/ml, etwa 2®) in
etwa in der Mitte der eingesetzten Konzentratiolagn Nach 15 Minuten, 60 Minuten und
nach einem zusatzlichen Waschschritt wurden dieschéedenen Geschwindigkeits- und
Motilitatsparameter mit der CASA bestimmt. Diese dglengen wurden an einer kleinen
Anzahl (n=3) gesunder Probanden durchgefihrt, um nwelise auf das
Konzentrationsoptimum zu erhalten. Mit dieser Kariggion wurden die weiteren
Messungen durchgefiihrt. Auf die Darstellung derebBrgsse der Messungen nach Zugabe
von Al wurde aufgrund der enormen Datenmenge Viet@icNicht dargestellt sind aus dem
gleichen Grund des Weiteren die Ergebnisse dendsz MotilitAtsparameter wie unter 3.
10. 1 beschrieben (Bewegungsart und Geschwind)gkaibildung 29 zeigt, dass All
lediglich in einem diskreten Konzentrationsintetvah Bereich von 10M maximale
Stimulation der Gesamtmotilitat aufweist. Mit 310l liegt der Konzentrationsbereich von All
im Bereich der Km (=Michaeliskonstante: diejenigd&tratkonzentration, bei der gerade die
Halfte des gesamten Enzyms als Enzymsubstratkomyadiegt und demzufolge die halbe
Maximalgeschwindigkeit der Substratumsetzung ehnteic ist). Al fuhrt
konzentrationsabhéngig ebenfalls zu einer Motdgtgigerung mit  einem
Konzentrationsoptimum bei TM, die Motilitatssteigerung ist jedoch geringer gejsragt als
bei All.
An einer groReren Anzahl gesunder, junger Proban(ier23) sowie Patienten der
andrologischen Ambulanz der Universitatshautklitnk17) wurde, entsprechend der vorab
bestimmten Konzentrationsreihe, der Effekt von iAlber Konzentration I0M und 10° M
und zusatzlich nach einem Waschschritt in HTF-1%H@&#ersucht. Die Auswertung erfolgte
mit dem Wilcoxon-Test, einem nichtparametrischest,Téa Motilitatsparameter humaner
Spermatozoen nicht standardnormal verteilt singe Werteilungsunterschiede wurden mit
dem Wilcoxon-Test und dem Hodges-Lehmann-Schatssr dedianen Differenzen als
adaquaten Schatzer bestimmt.
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Abb. 25: Steigerung der Motilitat humaner Spermegéoz durch Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen von Al und All. Maximum der Mdiiigsteigerung bei Zusatz von All in

einer Konzentration von 1. L= Leerwert.

Der Hodges-Lehmann-Schétzer ist ein Schatzer fiir, Ngéttleren Abstand“ zwischen zwei

Verteilungen. Dieser Wert wird daher mit dem ergshenden Konfidenzintervall dargestellt.

Die Werte sind dargestellt als Differenz vom Leeirtv
Messwert - Leerwert = Wert ima@hen =Ax

Im Folgenden werden die Ergebnisse grafisch dagtiiesin Abbildung 30 soll das System

der Darstellung einfuhrend erlautert werden:
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Abb. 26: Einfluss von All auf den Anteihotiler humaner Spermatozoergesunder
Probanden (n=22); Hodges-Lehmann-Schatzer +/- Konfidenzve#ly modifizierter

Wilcoxon-Test.

Auf der Abszisse ist die Substanzklasse links agigeg, nach rechts deren angewendete
Konzentration, die Skalierung ist nominal. Auf d@rdinate erfolgt die Angabe der
Prozentpunkte als Differenz vom Leerwert, wie obkeschrieben. Diese Skala ist
intervallskaliert. Der Wert ist der Hodges-LehméaBehatzer, hier angegeben alsijmmotile
Spermatozoen®. Zur besseren Ubersicht sind die Heirggeen Wertetabellen, jeweils fir
Probanden und andrologische Patienten zusammesgetish graphischen Darstellungen
jeweils vorangestellt (z.Bsp. Tabelle 8 fiir die Adbngen 31 und 32).

Die Abbildungen sind, wie in Abbildung 26 gezeigt,drei Zeitpunkte gegliedert, die mit
dem jeweiligen Zeitpunkt der Messung beschriftetigiL5 Minuten, 60 Minuten, nach einem
anfolgenden Waschschritt (W) in HTF-1%HSA-Mediumt anschlieRender Zentrifugation
bei 400xg fir 10 Minuten und Resuspension in HTHHBA-Medium). Der 0-Wert
entspricht dem Leerwert, da die Subtraktion einkscly groRen Wertes 0 ergibDie
Prozentpunkte bezeichnen also den Abstand zum Leeest. Ein negativer Abstand
bedeutet, dass der Wert kleiner ist, als die Nekatitrolle, beispielsweise als Abnahme der
Immotilen in Abbildung 28. Ein positiver Wert detiten, dass der Messwert grof3er ist, als die

Negativkontrolle, zum Beispiel in Abbildung 26 eiliotilitatszunahme.
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Durch die Art der Fragestellung und der entspreghenwahlenden Statistik ergibt sich ein
statistisch signifikantes Ergebnis aus dem Konfrd@ervall. Wenn zwei zu vergleichende
Werte ein Konfidenzintervall aufweisen, das sichhhitiberlappt, so gilt ein tatséchlicher,
statistisch signifikanter Unterschied als erwiedanVergleich zum Leerwert ist ein Ergebnis
dann signifikant, wenn die Negativkontrolle nicht Konfidenzintervall enthalten ist. Der
Wert ist dann also sicher nicht als Streuung um deerwert zu interpretieren, sondern
weicht ,signifikant* (m eigentlichen Sinne des Wortes und nicht algssisther Begrift)
von ihm ab. Die Tendenz der Werte ist ebenfallsadmidend, da unter der explorativen
Testung kein Signifikanzniveau festgelegt ist.

In Abbildung 26 ist ein Unterschied nach 15 Minut&timulation mit Alll in einer
Konzentration von 1M von 6,6% zum Leerwert bereits signifikant. Dagegst eine
Zunahme motiler Spermatozoen von 10,35% nach 6QutémStimulation mit All in einer
Konzentration von IOM signifikant gegeniiber dem Leerwert aber nichtnifikant
gegenuber dem Wert nach 15 Minuten obwohl die Tenddar erkennbar ist. Diese
Diskrepanz beruht auf der explorativen Testung ded Anzahl der Proben, die bei einer
solchen Fragestellung nicht vorgegeben ist. Dabkersin einer explorativen Studie auch
Tendenzen berlcksichtigt werden und eine Wertuogtmur in Abhangigkeit signifikanter

Ergebnisse durchgefihrt werden.

4. 4. 1. Einfluss von All (All) auf Motilitatsparam eter humaner Spermatozoen

All ist ein Oktapeptid, das aus Al durch Abspaltweiges Dipeptids vom carboxyterminalen
Ende entstent. Im klassischen RAS erfolgt diese pAlbsng durch die
Dipeptidylcarboxypeptidase ACE. All vermittelt seinWirkung Uber Angiotensin-II-
Rezeptoren Typ 1 und 2 (AT1 und AT2). Wie in Kapi#l. 1 gezeigt, lassen sich AT1-
Rezeptoren im Bereich des Mittelstiicks und desdflags nachweisen, AT2 im Bereich des
Akrosoms.

All senkt den Anteiimmotiler SpermatozoengesundeProbandenin einer Konzentration
von 10°M signifikant nach 15 Minuten um 5% und nach 60 Mén um 7% (Tab. 8, Abb.
31). In einer Konzentration von 8 ist der Effekt nach 15 Minuten nicht signifikamie
Abnahme immotiler Spermatozoen betragt 3,8%, denfidenzintervall betragt in die
positive Richtung jedoch 4,15%, sodass der LeeriweKonfidenzintervall liegt (siehe Abb.
32). Daher zeigt das Ergebnis keinen statistisddeterschied zum Leerwert. Der Anteil
immotiler Spermatozoen sinkt nach 60 Minuten bsreitn 13,05%. Dieser Wert ist
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signifikant. Keinen statistischen Unterschied kamm zwischen den beiden Konzentrationen
feststellen, da sich die Konfidenzintervalle aN&ssungen Uberschneiden (Abb. 31).

In der Patientengruppe senkt All den Anteil immotiler Spermatozoer allem in einer
Konzentration von I8M nach einem Waschschritt signifikant um 18,52% egetper dem
Leerwert (Abb. 32). Das Konfidenzintervall der igam Werte beinhaltet den Leerwert, daher
sind diese nicht signifikant. Auch der Unterschdschen den Konzentrationen ist nicht

signifikant, da sich die Konfidenzintervalle Ubdrseiden.

All 15min 60min W
All10" [AN10° [AnN10" [AnN10° [AN107°

Probanden | -5 -3,8 -7 -13,05 -12,33

n=22

Kl oben 3,75 4,15 3,6 3,8 29,18

Klunten |3,35 4.4 3,15 7,95 4,08

Patienten | -4,15 4,7 -6,65 -11,3 -18,52

N=17

Kl oben 5,95 5,15 6,7 8,65 9,93

Kl unten | 8,55 4,65 6,7 17,65 9,92

Tabelle 8: Einfluss voill in einer Konzentration von 10 und 10°M auf den Anteil (%)
immotiler Spermatozoen gesunder Probanden und von androtagisPatienten nach 15 und
60 Minuten Inkubation sowie nach einem WaschscfWilt Gezeigt ist die Abweichung vom
Leerwert nach der Formel: Messwert - Leerwertix= Wert in der Tabelle in %. (n=22);
Hodges-Lehmann-Schatzer +/- Konfidenzintervall (Kbberer bzw. unterer Wert des Ki,

ausgehend vom Schéatzwert), modifizierter Wilcokest-

Nach einem Waschschritt ist die Motilitat in dert il behandelten Probe deutlich hoher als
in der Kontrolle. Das Ergebnis ist zudem signifikalder Unterschied zwischen den beiden
eingesetzten Konzentrationen ist nicht signifikadg sich die Konfidenzintervalle der

entsprechenden Werte Uberschneiden.
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Abb. 27: Einfluss von All nach 15 und 60 Minutekulpation sowie nach einem Waschschritt
(W) auf den Anteilmmotiler Spermatozoegesunder Probandeiin=22); Hodges-Lehmann

schéatzer +/- Konfidenzintervall, modifizierter Wibmn-Test.
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Abb. 28: Einfluss voAll nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach eidéaschschritt
(W) auf den Anteiimmotiler Spermatozoernon Patientender andrologischen Ambulanz der
Universitatshautklinik Gie3en (n=17); Hodges-Lehm&chatzer +/- Konfidenzintervall,

modifizierter Wilcoxon-Test.
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All senkt den Anteillokal motiler Spermatozoenin einer Konzentration von 0M in der
Probandengruppe nach 15 Minuten um 3,15% und nach 60 Minut®n5,8% (Tabelle 9,
Abb. 33). Dieser Unterschied ist statistisch sigaifit. Der Effekt ist nach einem
Waschschritt in HTF-1%HSA nicht mehr erkennbar (Kdenzintervall schliel3t Leerwert
mit ein). In einer Konzentration von 1M zeigt sich ein statistisch signifikanter Effeksie
nach 60 Minuten. Der Anteil lokal motiler Spermaier sinkt um 4,3%. Somit ist der Effekt

geringer als unter Anwendung von All in einer Komzation von 10M.

All 15min 60min W
All10" [AnN10° [AnN10" [AnN10° [AN107°

Probanden| -1,7 -3,15 -4.3 -5.,8 -1,8

n=22

Kl oben 2,55 1,65 2,8 2,45 3,2

Kl unten 2,2 1,6 2,1 2,05 2,9

Patienten |-2,4 -2,15 4,1 4,7 -3,95

n=17

Kl oben 2,3 1,8 3,4 2,15 2,95

Klunten | 3,25 2,4 2,85 4,7 2,25

Tabelle 9: Einfluss voAll in einer Konzentration von 10 und 10°M auf den Anteilokal
motiler Spermatozoen gesunder Probanden und von androlgisPatienten nach 15 und
60 Minuten Inkubation sowie nach einem WaschscfWilt Gezeigt ist die Abweichung vom
Leerwert nach der Formel: Messwert - Leerwert4x= Wert in der Tabelle. (n=22);
Hodges-Lehmann-Schatzer +/- Konfidenzintervall (Kbberer bzw. unterer Wert des KiI,

ausgehend vom Schéatzwert), modifizierter Wilcokest-

Der Anteil lokal motiler Spermatozoen in deatientengruppe lasst sich durch All nach 60
Minuten Inkubationszeit unter Einsatz einer Konestiin von 10M und 10°M senken
(Abb. 34). In der Patientengruppe zeigt sich eatisdisch signifikanter Wert erst nach 60
Minuten und dies nur fir All in einer Konzentrativnn 10°M. All in einer Konzentration
von 10°M senkt den Anteil lokal motiler Spermatozoen né6hHViinuten um 4,7% und somit
starker als All in einer Konzentration von M. Da der Konfidenzintervall den Leerwert
jedoch einschlie3t, ist ein statistisch signifilantUnterschied zum Leerwert nicht
nachweisbar. Hierbei ist das Ergebnis unter Einsatz 10'M etwas deutlicher als unter
Einsatz von 18M. Nach einem Waschschritt zeigt sich der Effekdar Probe mit 18M
deutlicher als nach 60 Minuten. Der Anteil lokaltites Spermatozoen ist 3,95 % geringer als

im Leerwert. Der Unterschied ist hier statistisgngikant.
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Abb. 29: Einfluss voAIll nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach eidémschschritt

(W) auf den Anteilokal motiler Spermatozoergesunder Probandenn=22); Hodges-

Lehmann-Schéatzer +/- Konfidenzintervatiodifizierter Wilcoxon-Test.
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ADD. 3U: EINTIUSS VOAII nach 15 und bU Minuten InKubation sowie nach eimgascnscnritt

(W) auf den Anteilokal motiler Spermatozoen voRatientender andrologischen Ambulanz

der Universitatshautklinik Gie3en (n=17); Hodgedibeann-Schéatzer +/- Konfidenzintervall,

modifizierter Wilcoxon-Test.
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Der Anteil motiler Spermatozoen wird durch All bei Probanden und andrologischen
Patienten signifikant gesteigert (Tabelle 10, AB5.und 36). In der Probandengruppe lasst
sich nach 15 Minuten ein signifikanter Anstieg V&6% unter Zusatz von T® und 7,2%
unter Zusatz von IOM erzielen (Abb. 35). Der Unterschied zwischen #@mzentrationen
ist nicht signifikant. Nach 60 Minuten betragt diémterschied zum Leerwert bei Zugabe von
All 10'M 10,35%, bei Zugabe von All T01 19,45%. Der Unterschied ist in beiden Fallen
signifikant. Der Effekt von All 18 ist gegeniiber dem Effekt von All I8 ebenfalls
signifikant grol3er, erkennbar daran, dass sichbdiden Bereiche der Konfidenzintervalle
nicht tberschneiden. Nach dem angeschlossenen ¥éasithin HTF-1%HSA ist der Antell
motiler Spermatozoen unter Zusatz von All°Mebenfalls groRer als im Leerwert. In der
Patientengruppe steigt der Anteil motiler Spermatozoen nHgMinuten um 5,05% (AllI10
M) und 6,5% (All 10°M). Dieser Unterschied zum Leerwert ist in beidetieh signifikant
(Abb. 36). Zwischen beiden Werten gibt es jedodhése signifikanten Unterschied. Nach 60
Minuten liegt der Anteil motiler Spermatozoen um7B26 (All 10’M) und 14,9% (All 10
M) Uber dem Leerwert. Letztgenannter Wert ist nickignifikant. Nach einem
angeschlossenen Waschschritt der Probe unter Zusatall 10°M, liegt der Anteil motiler

Spermatozoen deutlich (22,58%) Uber dem Leerwert.

All 15min 60min W
All10" [AlN110° [AN10" [AN107°

Probanden| 6,6 7,2 10,35 19,45 14,03

n=22

Kl oben 4.4 3,25 3,9 3 2,53

Klunten |3,4 3,2 2,65 2,95 3,17

Patienten | 5,05 6,5 11,75 14,9 22,58

n=17

Kl oben 4,25 3,95 6,45 16,45 11,5

Klunten |7,15 4 7,7 16,5 10,86

Tabelle 10: Einfluss vorll in einer Konzentration von 108 und 10°M auf den Anteil
motiler Spermatozoen gesunder Probanden und von androlgisPatienten nach 15 und
60 Minuten Inkubation sowie nach einem Waschscfwilt Gezeigt ist die Abweichung vom
Leerwert nach der Formel: Messwert - Leerwert4x= Wert in der Tabelle. (n=22);
Hodges-Lehmann-Schétzer +/- Konfidenzintervall (KOberer bzw. unterer Wert des Ki,

ausgehend vom Schéatzwert), modifizierter Wilcokest-
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Abb. 31: Einfluss voAll nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach eilémschschritt
(W) auf den Anteimotiler Spermatozoen gesunder Probandén=22); Hodges-Lehmann-

Schatzer +/- Konfidenzintervall, modifizierter Wikon-Test.
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Abb. 32: Einfluss voAIl nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach eikémschschritt
(W) auf den Anteilmotiler Spermatozoen voRatientender andrologischen Ambulanz der
Universitatshautklinik Gief3en (n=17); Hodges-Lehme8chatzer +/- Konfidenzintervall,

modifizierter Wilcoxon-Test.
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4. 4. 3. Einfluss von Rezeptorantagonisten auf di&irkung von All (All)

In diesem Versuchsaufbau wurde nach 15 Minuten, Mi@uten und nach einem
anschlieBenden Waschschritt in 5ml HTF-1%HSA dieogRrssivmotilitdt humaner
Spermatozoen gesunder Probanden und von Patieeteandrologischen Ambulanz der
Universitatshautklinik Gief3en bestimmt. Es wurde #&@nfluss der Rezeptorantagonisten
Losartaff (Los), Saralasin (Sar) und PD123319 (PD) gemessehder Abszisse sind die
Probenbezeichnungen aufgefiihrt, auf der Ordinage Rfiozentpunkte, um die sich der
jeweilige Messwert gegeniuber dem Leerwert (O-Lirdedert. Die Messwerte (% lokal
motiler, immotiler, motiler Spermatozoen in der Bepsind dargestellt als Hodges-Lehmann-
Schatzer +/- Konfidenzintervall und geben die Alslieng vom Leerwert wider.
Exemplarisch fur die Versuchsreihe sei anhand ddyelle 10 und der Abbildung 37 die
Darstellung der Ergebnisse erlautert:

Losartarf 15Min 60Min W

n=10 All Los All+Los | All Los | All+Los | All All+Los

Anderung % - -0,2 -2,4 -13,85(2,8 (4 -19,2 [ 1,15
12,05

Kl unten 4,1 12,7 8 4,65 3,65 | 5,45 535 | 8,55

Kl oben 6,55 (7,8 8,2 5,75 34 |4,75 6,45 | 6,15

Tabelle 11: Einfluss vohosartaff auf die Reduktion des Anteilmmotiler Spermatozoen
durch All in einer Konzentration von 1M nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach
einem Waschschritt (W). Gezeigt ist die Abweichuog Leerwert nach der Formel:
Messwert - Leerwert =1x= Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sz&a +/-
Konfidenzintervall (KI), (oberer bzw. unterer Watés Kl, ausgehend vom Schatzwert),

modifizierter Wilcoxon-Test.

Es lasst sich abermals der Einfluss von All in eifenzentration von 1M auf den Anteil
immotiler Spermatozoenin % entnehmen: In Abbildung 37 ist die Negativkote grof3er
als der Messwert ,Immotile Spermatozoen” und diéfdbenz (Messwert — Leerwert) somit
negativ. Dies bedeutet, dass der Anteil immotilperghatozoen durch All nach 15 Minuten
um 12,05% und nach 60 Minuten um 13,85% gesenkiievuNach dem Waschschritt betragt
die Differenz zum Leerwert sogar 19,2%. Da das Klamzintervall den Leerwert nicht
einschlief3t ist der Unterschied zum Leerwert autdtissisch erwiesen. Der mit ,Los"
bezifferte Wert ist der Messwert einer Probe, welctur mit dem Rezeptorantagonisten

Losartaf behandelt wurde. Diese Versuche wurden mit allerzeR®rantagonisten
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A immotile Spermatozoen in %

durchgefuhrt, um den Einfluss des Pharmakons auiMitilitdtsparameter zu untersuchen.
Der Messwert entspricht in Abbildung 37 in etwa deeerwert, die Differenz streut daher
nahe um den O-Wert. Dies deutet an, dass die Subgtder Losartah 10°M), keine
Wirkung auf den aufgeftihrten Parameter hat. DetedWert (All+Los) ist das Ergebnis einer
Inkubation mit dem Rezeptorantagonisten Los&rtand anschlieBendeZugabe von All.
Entsprechendes gilt fur die Antagonisten SaralasthPD123319.
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Abb. 33: Einfluss vohosartan® (Los) nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie neiciem
Waschschritt (W) auf die Reduktion des Antanisotiler Spermatozoerdurch All. All:
Wirkung von All 18M. Los: Wirkung voriosartaif ohne All-Zugabe, Los+All: Inkubation
mit Losartaf vor All-Zugabe. Spermatozoegesunder Probanden(n=10); Hodges-

Lehmann-Schatzer +/-Konfidenzintervall, modifizeiVilcoxon-Test.

Losartai? verhindert die Abnahme des Anteils immotiler Spatomoen durch All in der
Probe. Nach 15 Minuten zeigt sich eine Reduktion28%6, die statistisch nicht signifikant
war, nach 60 Minuten ist dieser Effekt noch deb#ic es zeigt sich sogar eine Zunahme des
Anteils immotiler Spermatozoen um 4%, der Wertabérdings ebenfalls statistisch nicht
signifikant. Im Gegensatz zu dem Wert nach 15 Minust nach 60 Minuten der Unterschied
zwischen dem Wert ,All“ und ,All+Los" auch statistih signifikant: Der Konfidenzintervall
des Wertes ,All“ Uberschneidet sich nicht mit derasdWertes Los oder Los+All, im

Gegensatz zu dem Zeitpunkt 15 Minuten. Der angtfilWaschschritt zeigt, dass auch hier
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die Effekte, sobald sie einmal eingetreten sinathtnidurch Entfernen des Wirkstoffes

verschwinden.

Der Anteil lokal motiler Spermatozoen wird durch die zugesetzten Substanzen nicht
nennenswert verandert (Tabelle 12, Abb. 38). Aueh lbestatigt sich zwar die Tendenz der
Abnahme des Anteils an lokal motilen Spermatozoerchd die Zugabe von All nach 60
Minuten, wie unter 4. 4. 1. beschrieben, jedocbugin die Werte derart, dass die Ergebnisse
nicht signifikant sind. Sie streuen alle im Bereidbs Leerwertes. Auch zwischen den

einzelnen Werten gibt es keine signifikanten Urtieiede.

Losarta? | 15Min 60Min W

n=10 All Los All+Los | All Los All+Los | All All+Los
Anderung |-2,65 [0,95 |26 -4,6 -2,9 -3,65 - -0,8

% 0,75

Kl unten 4,65 5,7 5,9 10,2 57 5,85 48 |4,75

Kl oben 3,45 515 |85 9,7 6 6,4 52 |7

Tabelle 12: Einfluss vohosartan® auf den Effekt von All in einer Konzentration idh"M

auf den Anteilokal motiler Spermatozoemach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach
einem Waschschritt (W). Gezeigt ist die Abweichuog Leerwert nach der Formel:
Messwert - Leerwert =x= Wert in der Tabelle. (h=10); Hodges-Lehmann-Szha +/-
Konfidenzintervall (KI), (oberer bzw. unterer Watés Kl, ausgehend vom Schéatzwert),

modifizierter Wilcoxon-Test.

Der Anteil motiler Spermatozoenwird durch Zugabe von All nach 15 Minuten um 14#25
gegeniber der Negativkontrolle gesteigert (Tald&8leAbb. 39). Nach 60 Minuten betréagt die
Differenz 16,85% und nach einem Waschschritt 20, t&gentber dem Leerwert. Diese
Werte sind signifikant. Unter Inkubation mit Losaft bleibt dieser Effekt zu allen
Zeitpunkten aus. Losartinselbst hat keinen erkennbaren Effekt auf den Amteitiler

Spermatozoen. Lediglich nach dem Waschschritt irFH%HSA zeigt sich eine diskrete
Zunahme des Anteils motiler Spermatozoen von 2,8#z Zugabe von Losart&n die

jedoch nicht signifikant ist.
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Abb. 34: Einfluss vonosartaf nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach einem
Waschschritt (Wauf die Reduktion des Anteltskal motiler Spermatozoemurch All. All:
Wirkung von All 19M. Los: Wirkung vorLosartaff ohne All-Zugabe, Los+All: Inkubation
mit Losartaf vor All-Zugabe. Spermatozoen gesund@mbanden (n=10); Hodges-

Lehmann-Schatzer +/-Konfidenzintervall, modifizeMVilcoxon-Test.

Losartarf | 15Min 60Min wW
n=10 All Los All+Los | All Los All+Los | All All+Los
Anderung | 14,25| 0,85 1 16,85| -1,05 | -1,75 20,75 | 2,2

%
Klunten |26 |22 3,45 19 [195 |2,35 o) 5,35
Kl oben 23 |34 3,95 245 [165 |2,35 4 3,4

Tabelle 13: Einfluss vorlLosartan® auf die Motilitatssteigerung durch All in einer
Konzentration von 18M nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nachmil#aschschritt
(W). Gezeigt ist die Abweichung vom Leerwert naatFdrmel: Messwert - Leerwert #x=

Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sché&tZze Konfidenzintervall (KI), (oberer

bzw. unterer Wert des Kl, ausgehend vom Schatzwaddlifizierter Wilcoxon-Test.
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Abb. 35: Einfluss vorLosartan® nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach einem
Waschschritt (W)auf die Steigerung des Anteistiler Spermatozoendurch All. All:
Wirkung von All 18M. Los: Wirkung von Losart&nohne All-Zugabe, Los+All: Inkubation
mit Losartan vor All-Zugabe. Spermatozoen gesuRdebanden(n=10); Hodges-Lehmann-

Schatzer +/-Konfidenzintervall, modifizierter Wikam-Test.

Im Gegensatz zum hochspezifischen AT1-Antagonistesartarf, blockiert Saralasin
unselektiv All-Rezeptoren, also AT1 und AT2 (Tabell4, Abb. 40). Der Effekt von
Saralasin auf den Anteinmotiler Spermatozoenist vergleichbar mit dem von Losarfan
(Tabelle 11, Abb. 33). Die Senkung des Anteils intilap Spermatozoen durch All betragt
nach 15 Minuten 14,15%, sie wird durch Saralasigehoben. Bemerkenswert ist allerdings
eine signifikante Zunahme des Anteils immotiler iBpegozoen um 5,9% nach 60 Minuten

unter Zusatz von Saralasin ohne All.
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A immotile Spermatozoen in %

Saralasin 15 Min 60 Min W

n=10 All Sara | All+Sara | All Sara | All+Sara | All All+Sara
Anderung -14,15| 0,15 | -1,05 -955 [5,9 1,95 -18,95 | -5,5

%

Kl unten 49 9,7 5 435 |3,45 |2,75 3,75 7,45

Kl oben 6,25 9,3 8,7 0,725 | 22,33 | 18,88 6,2 5,6

40
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10
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-20

-30

Tabelle 14: Einfluss vosaralasin auf die Reduktion des Anteiltemotiler Spermatozoen

durch All in einer Konzentration von 1 nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach

einem Waschschritt (W). Gezeigt ist die Abweichuom Leerwert nach der Formel:

Messwert - Leerwert =x= Wert in der Tabelle. (h=10); Hodges-Lehmann-Szha +/-

Konfidenzintervall (KI), (oberer bzw. unterer Weatés Kl, ausgehend vom Schéatzwert),

modifizierter Wilcoxon-Test.

15 Minuten

60 Minuten

¢1,95
’ -1,05 -
+-5,5
I -9,55
f-14,15 t { !
All  Sar Sa+All All Sar Sar+All All Sar+All

Abb. 36: Einfluss voaralasinauf die Reduktion des Anteitamotiler Spermatozoen durch
All nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie naafmesm Waschschritt (W). All: Wirkung

von All 10°M. Sar: Wirkung von Saralasin ohne All-Zugabe, S¥i+ Inkubation mit

Saralasin vor All-ZugabeSpermatozoen gesundBrobanden (n=10); Hodges-Lehmann-

Schéatzer +/-Konfidenzintervall, modifizierter Wik@m-Test.
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Der Anteil lokal motiler Spermatozoen wird durchl Aignifikant gesenkt (Tabelle 9, Abb. 29
und 30). Saralasin hemmt die Wirkung von All (Tébdl5, Abb. 37). In dieser Versuchsreihe
zur Beurteilung des Effektes von Saralasin auf 8enkung des Anteils lokal motiler
Spermatozoen durch All zeigt All keinen signifikantEffekt. Die Probandenzahl in beiden
Fallen war allerdings nicht gleich. Der Anteil Idkaotiler Spermatozoen ist jedoch unter
Saralasinzusatz vor All- Inkubation tendenzielligger als unter Losart8nZugabe. Dies
bedeutet, dass All seine Wirkung, den Anteil lokadtiler Spermatozoen zu senken, unter
Saralasinzugabe starker ausiiben kann, als untertadsZusatz (Vergleiche Tabelle 12,
Abb. 34).

Saralasin hemmt die motilitdtssteigernde Wirkung ¥l (Abb. 38). Dieser Effekt ist nach
15 Minuten genauso ausgepragt wie unter Zugabe gsartarf. Nach 60 Minuten zeigt sich
jedoch eine signifikante Zunahme der Motilitat \&85%, die unter Losart&#Zugabe nicht
auftritt (Tabelle 13, Abb. 35).

SARALASIN | 15MIN 60MIN W
N=10
All Sara All+Sara | All Sara | All+Sara | All All+Sara
Anderung % |-2,8 |-1,45 -0,4 -2,45 1-28 |-2,1 -0,75 | -0,95
Kl unten 4.5 4,85 9,6 535 (6,2 4,8 4.8 4,25
Kl oben 3,6 5,75 4.5 3,95 (3,75 |4,05 5,2 4,15

Tabelle 15: Einfluss voBaralasinauf den Effekt von All in einer Konzentration \idh°M

auf den Anteilokal motiler Spermatozoemach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach
einem Waschschritt (W). Gezeigt ist die Abweichuog Leerwert nach der Formel:
Messwert - Leerwert =1x= Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sz&& +/-
Konfidenzintervall (KI), (oberer bzw. unterer Watés Kl, ausgehend vom Schéatzwert),

modifizierter Wilcoxon-Test.
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Abb. 37: Einfluss vorBaralasin nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach einem
Waschschritt (W) auf die Reduktion des Antieikal motiler Spermatozoemurch All. All:
Wirkung von All 10M, Sar: Wirkung von Saralasin ohne All-Zugabe, Si:+Inkubation
mit Saralasin vor All-Zugabe. Spermatozogesunder Probanden(n=10); Hodges-

Lehmann-Schatzer +/-Konfidenzintervall

Nach dem Waschschritt in HTF 1%HSA betragt die Maéatssteigerung sogar 19,0%.
Saralasin hemmt den Effekt von All nach einer Seusdmit nicht mehr. Im Gegensatz dazu

wird der motilitatssteigernde Effekt von All durtbsartarf komplett gehemmt (Abb. 35).

Saralasin | 15Min 60Min W
n=10
All Sara | All+Sara | All Sara All+Sara | All All+Sara
Anderung | 15,1 [1,45 | 0,4 17,2 | -0,75 2,95 18,2 |19
%
Klunten |2,9 3,85 |59 25 |26 2,3 3,45 |15
Kl oben 2,1 3,45 | 4,55 1,15 (2,9 2,75 585 |14

Tabelle 16: Einfluss vonSaralasin auf die Motilitatssteigerung durch All in einer
Konzentration von 18M nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nachmiiéaschschritt
(W). Gezeigt ist die Abweichung vom Leerwert naathFdrmel: Messwert - Leerwert #x=

Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sché&tZze Konfidenzintervall (KI), (oberer

bzw. unterer Wert des Kl, ausgehend vom Schatzwaddlifizierter Wilcoxon-Test.
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Abb. 38: Einfluss vorBaralasin nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach einem
Waschschritt (W) auf die Steigerung des Antailstiler Spermatozoerdurch All. All:
Wirkung von All 10M, Sar: Wirkung von Saralasin ohne All-Zugabe, Si:+Inkubation

mit Saralasin vor All-Zugabe Spermatozoen gesuRdebanden(n=10); Hodges-Lehmann-

Schatzer +/-Konfidenzintervall, modifizierter Wikam-Test.

PD123319ist ein spezifischer AT2-Antagonist. Der Einflusenv All auf den Anteil
immotiler Spermatozoen wird durch PD123319 nichtamdert (Abb. 39). Der Anteil
immotiler Spermatozoen wird durch All gesenkt (Tleb&, Abb. 27 und 28). PD123319
beeinflusst diesen Effekt nicht signifikant (Talkeell7, Abb. 39). Dennoch zeigt sich eine
tendenzielle Abnahme des Anteils immotiler Spermagm gegentber dem Kontrollwert
unter Zusatz von All. Unter Zugabe von All sinktrdenteil immotiler Spermatozoen um
12,75%. Die Inkubation mit PD123319 fuhrt lediglidu einer Reduktion des Anteils
immotiler Spermatozoen durch All von 8,85% nachMibuten und 7,2% nach einer Stunde.
Nach dem Waschschritt in HTF 1%HSA zeigt sich edésmkin Unterschied. Wahrend unter
Zusatz von All der Anteil immotiler Spermatozoend®% unter dem Leerwert liegt, sind es
bei Vorinkubation mit PD123319 14,8%. Der Anteil tifey Spermatozoen wird durch All
gesteigert (Tabelle 10, Abb. 31 und 32). PD1233&Anke diesen Effekt nicht signifikant
verhindern (Tabelle 19, Abb. 41). Tendenziell war édnteil motiler Spermatozoen jedoch
unter Vorinkubation mit PD123319 geringer als urdagabe von All alleine. Wahrend All
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zu einer Zunahme um 15,1% fuhrt, nimmt unter Zugatye PD123319 der Anteil motiler

Spermatozoen lediglich um 11,6% zu. Dabei ist diédert auf Grund der ausgepragten
Streuung auch nicht signifikant zum Leerwert. Naaher Stunde fuhrt All zu einer

Steigerung der Matilitdt um 17,2%. Unter Zugabe 123319 liegt die Zunahme unter All
bei 14,15%.

PD123319| 15Min 60Min w
n=10

All PD All+PD | All PD | All+PD | All All+PD
Anderung | -12,75 | -0,55 | -8,85 -13,85 (4,3 |-7,2 -18,95 | -14,8
%
Kl unten | 3,8 4,45 | 6,7 4,3 35 |81 3,75 4,3
Kl oben 7,25 5,6 5,95 5,75 2,95 | 3,9 6,2 8,05

Tabelle 17: Einfluss voRD123319auf die Reduktion des Anteilsiinotiler Spermatozoen
durch All in einer Konzentration von 1M nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach
einem Waschschritt (W). Gezeigt ist die Abweichuogn Leerwert nach der Formel:
Messwert - Leerwert =1x= Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sz&& +/-
Konfidenzintervall (KI), (oberer bzw. unterer Watés Kl, ausgehend vom Schéatzwert),

modifizierter Wilcoxon-Test.

Nach einem Waschschritt in HTF 1%HSA liegt der Anteotiler Spermatozoen unter Zusatz
von All 18,2% hdoher als beim Leerwert. Unter Zugabe PD123319 liegt der Anteil motiler
Spermatozoen ebenfalls hoher als beim Leewertciedot 15,4%, 2,8% unter dem Wert von
All alleine.
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Abb. 39: Einfluss vorPD123319nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach einem
Waschschritt (W) auf die Reduktion des Antanisotiler Spermatozoerdurch All. All:
Wirkung von All 18M, PD: Wirkung von PD123319 ohne All-ZugaB+All: Inkubation

mit von PD123319 vor All-Zugabe. Spermatozoen gesuRrobanden (n=10); Hodges-
Lehmann-Schéatzer +/-Konfidenzintervall, modifizenVilcoxon-Test.

PD123319 | 15Min 60Min W
N=10

All | PD | All+PD | All PD | All+PD | All All+PD
Anderung |-2,8 [-0,9 |-4,05 -2,45 | -2,8 | -5,7 -0,75 | 0
%
Kl unten 45 |57 |3,05 535 | 3,1 |[3,35 4,8 -5,8
Kl oben 36 4,25 |56 395 |32 |74 5,2 5,9

Tabelle 18: Einfluss voRD123319%uf den Effekt von All in einer Konzentration v@ni*m

auf den Anteilokal motiler Spermatozoemach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach
einem Waschschritt (W). Gezeigt ist die Abweichuom Leerwert nach der Formel:
Messwert - Leerwert =1x= Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sz&a +/-
Konfidenzintervall (KI), (oberer bzw. unterer Weatés Kl, ausgehend vom Schéatzwert),
modifizierter Wilcoxon-Test.
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Abb. 40: Einfluss vorPD123319nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nach einem
Waschschritt (Wauf die Reduktion des Anteltskal motiler Spermatozoemmlurch All. All:
Wirkung von All 1M, PD: Wirkung von PD123319 ohne All-Zugabe, PD+Ahkubation
mit von PD123319 vor All-Zugabe. Spermatozgesunder Probander(n=10); Hodges-

All PD All+PD

All All+PD

Lehmann-Schatzer +/-Konfidenzintervall, modifizeVilcoxon-Test.

PD123319 | 15Min 60Min W
N=10

All PD | All+PD | All PD All+PD | All | All+PD
Anderung | 15,1 [1,4 |11,6 17,2 | -0,55 | 14,15 18,2 | 15,4
%
Kl unten 29 19 [12,55 15 |14 2,7 3,45 | 3,2
Kl oben 21 |16 |3,65 1,15 (1,3 2 5,85 | 3,7

Tabelle 19: Einfluss vorPD123319 auf die Motilitatssteigerung durch All in einer
Konzentration von 18M nach 15 und 60 Minuten Inkubation sowie nachmii#aschschritt
(W). Gezeigt ist die Abweichung vom Leerwert naatFdrmel: Messwert - Leerwert Ax=

Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-Lehmann-Sché&tZze Konfidenzintervall (KI), (oberer

bzw. unterer Wert des Kl, ausgehend vom Schatzwadilifizierter Wilcoxon-Test.
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Abb. 41: Einfluss von PD123319 nach 15 und 60 Minuinkubation sowie nach einem
Waschschritt (W) auf die Steigerung des AnteildilenoSpermatozoen durch All. All:
Wirkung von All 1M, PD: Wirkung von PD123319 ohne All-Zugabe, PD+Ahkubation
mit von PD123319 vor All-Zugabe. Spermatozoen gesuRrobanden (n=10); Hodges-
Lehmann-Schéatzer +/-Konfidenzintervall, modifizenVilcoxon-Test.

Der Vergleich der drei Rezeptorantagonisten Losartafi, Saralasin und PD123319
untereinander in Bezug auf die Motilitatssteigeruhgch All zeigt, dass Losart3rund
Saralasin, nicht jedoch PD123319 den maotilitatgsteiden Effekt von All aufheben kénnen
(Tabelle 20, Abb. 42). Nach einer Stunde liegt\d&rt im Bereich des Leerwertes, wahrend
All alleine zu einem Anstieg des Anteils motilereédmatozoen gegentber dem Leerwert, um
16,85% gefihrt hat. Saralasin fiihrt ebenfalls neredeutlichen Reduktion des Anstiegs des
Anteils motiler Spermatozoen durch All. Mit einermdieg von 2,95% gegenuber dem
Leerwert, ist der Unterschied allerdings signifikasodass Saralasin den Anstieg motiler
Spermatozoen durch All nicht vollstandig inhibietennte. PD123319 kann den Effekt von
All nicht signifikant senken. Der Anteil motiler 8pnatozoen liegt 14,15% Uber dem

Leerwert.
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60min All All + Los | All + Sar | All + PD
Anderung | 16,85 -1,75 2,95 14,15
%

Klunten | 2,45 2,35 2,75 2

Kl oben 1,9 2,35 2,3 2,7

Tabelle 20: Vergleich der drdRezeptorantagonistdmsartan®, Saralasin und PD123319
auf die Motilitatssteigerungdurch All in einer Konzentration von I8 nach 60 Minuten
Inkubation sowie nach einem Waschschritt (W). Ggzst die Abweichung vom Leerwert
nach der Formel: Messwert - Leerwert A4x= Wert in der Tabelle. (n=10); Hodges-
Lehmann-Schéatzer +/- Konfidenzintervall (KI), (o&ebzw. unterer Wert des Kl, ausgehend

vom Schatzwert), modifizierter Wilcoxon-Test.
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Abb. 42: Einfluss vohosartan®, Saralasin und PD12331§e 10’M) auf die Steigerung des
Anteils motiler Spermatozoemlurch All (10°M) nach 60 Minuten. Spermatozoen gesunder
(n=10); +/-Kanfantervall,

Wilcoxon-Test.

Probanden Hodges-Lehmann-Schatzer modifizierter
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5. Diskussion

5. 1. Einleitung

Zunachst erfolgt ein kurzer Uberblick tber bisheri§orschungsergebnisse (5. 1. 1). All
entsteht aus Al durch die Wirkung von ACE, dahed wn Anschluss die Bedeutung von ACE
fur die Spermatozoenfunktion diskutiert (5. 1 2.).

Unter 5. 2. erfolgt die eigentliche Diskussion d&gebnisse dieser Arbeit wie folgt: Die
Motilitatssteigerung wird durch All hervorgerufesls zweites folgt somit die Diskussion der
Relevanz von All fur die Funktion von Spermatozger2.). Die Wirkung von All wird Uber
All-Rezeptoren vermittelt (AT1 und AT2), anschinel3®Igt daher die Diskussion der AT auf
Spermatozoen (5. 3.). Weiterhin wird auf die E&eldie All Gber die beschriebenen
Rezeptoren auf humanen Spermatozoen vermittelgegamgen (5. 4.). Zum Abschluss
werden die wichtigsten Schlussfolgerungen zusamefessj (5. 5.):

5. 1. Einleitung

5.1.1. Uberblick bisheriger Forschungsergebnisse tibeR#S im mannlichel
Reproduktionstrakt (S. 96)
2. Relevanz von ACE flr die Spermatozoenfunktionl(i)

Diskussion der Ergebnisse

-All in humanem Seminalplasma (S. 104)
-Eigene Ergebnisse (S. 104)
-Literatur (S. 105)
-Vergleich und Diskussion der Ergsba (S. 107)
-Bewertung (S. 110)

W NP

-All-Rezeptoren auf humanen Spermatozoe(S. 113)
-Eigene Ergebnisse (S. 113)
-Literatur (S. 115)
-Vergleich und Diskussion der Ergsba (S. 118)
-Bewertung (S. 121)
-Einfluss von All auf die Maotilitat humaner Spermatozoen (S. 122)
-Eigene Ergebnisse (S. 122)
.2.3. 2. -Literatur (S. 127)
.2.3. 3. -Vergleich und Diskussion der Ergsba (S. 128)
.2.3. 4. -Bewertung (S. 132)

. 3. Schlussfolgerung und abschlieRende BewertwS. 134)
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5. 1. 1. Uberblick bisheriger Forschungsergebnisséber das RAS im mannlichen

Reproduktionstrakt

Klassischerweise wird d&8AS mit der Blutdruckregulation in Verbindung gebra¢siehe
Kapitel 1.4., Vallotton, 1987; Vinson et al.,, 1995&s ist neben vielen komplexen
Stoffwechselprozessen, wie der Apoptose im fetal¥ganismus sowie in pathologisch
verandertem Gewebe und dem Remodelling nach MyoKar#t, vor allem an der kurz- und
mittelfristigen Blutdruckregulation beteiligklox & Granger 1987, Sabolic & Brown 1905
Die Prasenz defRAS im mannlichen Reproduktionstrakt wurde bereits mehrfach
beschrieben (siehe Tabelle 21, S. 96; Kapitel 1 D&schepper et al., 1986; Soubrier &
Corvol, 1990; Dostal et al., 1992; Mulrow, 1992; ifips et al., 1993; Hagemann et al.,
1994. Membrangebundenes ACE wurde zudem auf humanemffozoen nachgewiesen
(Kohn et al., 1998p

Auch im weiblichen Reproduktionstrakt gibt es zahlreiche Hinweise auf ein
funktionierendes lokales RAZ (lller et al., 1986, Hsueh, 1988; Jarry et al., 89%ealey &
Jentzsch et al., 1989, Rubattu, 1989; Hagemann.,e1294; Heimler et al., 1995, Vinson et
al., 19979. Es liel3 sich entsprechend die RNA und die Prbdnkvon Prorenin, Renin und
ACE im Ovar nachweiserbgrkx et al., 1987; Itskovitz & Sealey, 1987; Busptial., 1988;
Metzger et al., 1988 Wahrend des Eisprunges liel3 sich eine erhohte&aration von All
in der Peritonealflissigkeit nachweise(Delbaere et al.,, 1996 Auch in der
Follikularfliissigkeit selbst, wurde All nachgewies@arry et al., 1988;Heimler et al.,
1995. AT1 wurde ebenso im weiblichen Genitaltrakt, iBileiter und Uterusepithel
nachgewiesenMinson et al., 1995 a, b, 1996, 1997; Delbaerelgtl®96; Saridogan et al.,
1996 a, h.

Die mRNA fur Renin und Angiotensinogenwurde in Ratten- und Maushoden identifiziert
(Deschepper et al., 1986; Dzau et al., 1987 a, bjrBnn et al., 1988 Renin selbst wurde
in den Leydigzellen von Ratten- und humanem Hodesclrieben Randey et al., 1984.,
Naruse et al., 1985, Deschepper et al., 1986; Detual., 1987 h Diesbezlglich wird
vermutet, dass beim Menschen Prorenin in das Sétaema sezerniert wird
(Mukhopadhyay et al., 199bb

ACE lasst sich im weiblichen und mannlichen Reproduidtrakt nachweisen und wird
wahrend der Kapazitation humaner Spermatozoen goeloberflache freigesetZEgresta
et al., 1987, Koéhn et al., 1995, 1997, 1298

Die Bildung vonAll wurde in humanem Hoden beschrieb®kyyaa et al., 1988, Leung &
Sernia, 2003 Als Produktionsorte wurden die Leydigzellen uwledt Nebenhoden angegeben.
Kirzlich wurde auch die Prostata als Produktionsdentifiziert (O"Mahony et al., 2005)
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Weiterhin wurde beschrieben, dass All im Ovar voat® und Mensch produziert wird
(Husain et al., 1987; Palumbo et al., 1989; Vinsomale 1997%. Zudem kann die akrosomale
Reaktion durch All induziert werden, dieser Prozesheint von Calcium und von
Proteinkinasen abh&ngig zu sein, nicht jedoch Gelravermittelt Kohn et al.,, 1998 Im
Rattenhoden wird die All-Rezeptor-Expression ubee dhypothalamisch-hypophysére
Gonadenachse gesteuert und es gibt Hinweise daliasg,All am Hodenwachstum und/oder
an dessen Differenzierung beteiligt istirai et al., 1998. Uber All-Rezeptoren Typ 1 (AT1)
soll All die Steroidproduktion in den Leydigzelleturch Umwandlung von Cholesterol in
Pregnenolon induzieren. Weiterhin soll die Freisetz von Gonadotropinen durch All
induziert werden Steele et al., 1981)All stimuliert die Motilitat und Funktion humaner
Spermatozoen (Vinson et al., 198&ller et al., 1998, Mller et al., in Vorbereitunapitel

4. 4). Die zugehorigen Rezeptoren wurden bislang jednctzum Teil beschriebeNVifison

et al., 1995, Mdller et al., in Vorbereitung, Kagig. 1. und 4. 2.

Die All-Rezeptoren (AT) lassen sich im humanen Reproduktionstrakt nackenei®er
Anstieg der Motilitat humaner Spermatozoen lassh slurch AT1-Rezeptorantagonisten
verhindern Yinson et al., 1995, Kapitel 4.4., Tabelle 13, A®P). Wéahrend sich der Anstieg
der Motilitat gut mit dem Nachweis von AT1 auf humea Spermatozoen und der
Moglichkeit der Blockade dieses Effektes durch ARdzeptorantagonisten erklaren lasst
(Vinson et al., 1995b, 19%6wurde fir die Induktion der akrosomalen Reakitthurch All
bislang noch kein Rezeptor entdedkdbin et al., 1998

Es gibt Hinweise darauf, dass im mannlichen Reptolostrakt auch AlV synthetisiert wird.
So lassen sich unter anderem in der Prostata Axépteren nachweisen, deren Funktion
jedoch bislang weitgehend unklar iBlifh et al. 2001 Obwohl seit einiger Zeit bekannt ist,
dass mehrere Teile des Hodens ATl enthalt&itarhi et al.,, 1992 wurde die

Hauptlokalisation bislang den Leydigzellen zugespem Dufau, 1983.
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RAS Komponente

Ort

Referenz

Angiotensinogen

Renin

ACE

Angiotensin Il

Angiotensins llI
IV oder (1-7)

AT l1a, AT1b

AT2

Angiotensin- IV
Bindungsstellen

Testis (Leydig-Zellen);
Epididymis; Prostata

Leydig-Zellen;
Epididymis; Prostata

Leydig-Zellen;

Tubuli seminiferi ;
Epididymis; Prostata;
Spermatozoen;
Seminalplasma

Testis; Epididymis;
Prostata; Seminal-
plasma

Keine Angaben

Dzztual 1987*, Wong

& Uchendu 1991uhg*
et al 1999, Pinterovat
al. 2000*

Pandey al. 1984*,
Deschepmtral 1986*

Wong & Uchendu 1991, Pinterova

et al 2000*

El-Dorret al. 1983,
Pandegt al 1984, Berg
et al 1986, Wong & Uchendu
1991, Mukhopadyay
et al 1995, Williamset al. 1995*,
Kohnet al Nassist al 2001
1998, Pinteroveet al. 2000%*,

Okuyaratal 1988
Zhat al 1996,
O’0O’Mahongt al 2000, 2005
Dinh et al 200Db

(Siehe Kapitel 5.5.3. und 5.5.4.)

Testis (Leydig-Zellen);
Epididymis;

Vas deferens;

Prostate; spermatozoen

Testis; Epididymis;
Prostate

Spermatozoen

Prostata (AT4)

Magnan &g 1979
Millan & Aguilera 1988,

Grove & Speth 1989

Kitaetial. 1992*, Sum &
Cheung 1995, Vinsoet al 1995,
Leunget al199, 1998*, Dinhet
al. 2001, Muller et alin
Vorbereitung

Leungf al 199D, 199&*,
Spett al 1999

Dinhet al. 2001
Mdller et al., in Vorbereitung

Dingt al 200D

Tabelle 21: Komponenten des RAS, die bislang imahamméannlichen Reproduktionstrakt
ausfindig gemacht wurden. *= Genomnachweis, keifreteinnachweis. Modifiziert nach:
Leung & Sernia: RAS and male reproduction, 264, vemdocrinology.org, Journal of
Molecular Endocrinology (2003) 30, 263-270
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Medikamente, die das RAS beeinflussen sind wichtiggstandteil internistischer Therapie
der essentiellen Hypertonie und Herzinsuffizienzli§ S. 29ff). DieWirkung oraler ACE-
Hemmer- oder AT1-Blocker-Einnahme auf die Spermatoaenproduktion und Funktion

ist jedoch nicht geklart. Es wird vermutet, dassales RAS im Hoden durch die Blut-Testes-
Schranke komplett vom RAS des Blutkreislaufes &blist {/inson et al., 1995 Inwieweit
ACE-Hemmer die Blut-Testes-Barriere penetrierenndm ist nicht bekannt.

Einige Studien belegen jedoch, déssticulares ACE nicht durch ACE-Hemmer inhibiert
werden kann Jackson et al., 1987, Johnston et al., 1988, Sakaget al., 1988 Andere
Studien hingegen weisen nach, dass die déithinduzierte Akrosomreaktion durch
Captopril verhindert werden kannKoresta et al., 1991

Festgehalten werden muss in diesem Zusammenhasigh TdaBlocker die Wirkungen von
All auch auf humanen Spermatozoen inhibieren kdrunah diesbezlglich keine Hinweise
auf Auswirkungen einer oralen Medikation auf die rplwlogie und Funktion humaner
Spermatozoen existieren.

Diese Gruppe der Pharmaka inklusive All bietetrdllegs Mdglichkeiten, die Methoden der
assistierten Reproduktion zu optimieren und diezkfiz zu steigern, z.B. tGb&usatz von
All zu den Ejakulaten in der IUl und IVF . Denn Geschwindigkeit und Anteil progressiv
motiler Spermatozoen lasst sich mit der Rate ematper Ul und IVF korrelieren
(Bollendorf et al.,, 1996 Untersuchungen belegen weiter, dass die Madtiltémaner
Spermatozoen positiv mit der erfolgreichen Befruolgteiner Eizelle bei den Methoden der
assistierten Reproduktion korrelieM#&hadevan und Trounson, 1984; Bongso et al., 1989;
Tucker et al., 1991; Hinney et al., 1993; Moraléslk, 1993. Auch die Geschwindigkeit der
Spermatozoen korreliert positiv mit der Fertilisiegsrate Klolt et al., 1985, Hinting et al.,
1988, Grunert et al., 1989, Bongso et al., 198Mten et al., 1989, Barlow et al., 1991
Die Erklarung kann sein, dass eine hohere Motildat Spermatozoen die Anzahl von
Spermatozoen, die in vivo die Eizelle erreichen sodhit mit dieser interagieren kénnen,
erhoht Morales et al., 1993. All erhoht die Motilitat humaner Spermatozo&finson et al.,
1996, Kapitel 4. 4. All-Zusatz in der IVF kdonnte somit dazu fihrelass weniger Versuche
fur eine erfolgreiche IVF notwendig waren oder die frustranen Fall gewéhlte, teurere
Methode ICSI in erfolgreichen Fallen nicht mehrvendig ware. Die Globalmotilitat fur die
IVF sollte zudem tber 20% liegeRigch et al., 1990 Unter 30% Globalmaotilitat zeigt sich
sogar eine signifikante Verschlechterung der kgilungsraten in der IVFGrunert et al.,
1989. Durch All-Zugabe konnten diese prognostisch bé&semen Marken auch in den
Fallen erreicht werden, in denen die Spontanmétitferinger ist. Es ware damit eventuell
maoglich, die ,Spermatozoenausbeute” bei der Ejakufdereitung zu erhdhen oder die
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Befruchtungswahrscheinlichkeit bei der SpermatoZieellinteraktion zu steigern. Man
konnte also auf einfache, kostengiinstige Weise rRelaren helfen, die derzeit ungewollt
kinderlos sind und ihnen enorme psychische und iptlys Belastungen, die mit der

assistierten Reproduktion assoziiert sind, ersparen

5. 1. 2. Relevanz von ACE fir die Spermatozoenfuniin

ACE (synonym Kininase ll) ist ein membrangebundeRestein, das sich ubiquitar in
Saugetiergewebe nachweisen lagxisterousse et al., 1992; Sibony et al., J9€3 ist Tell
des RAS und fuhrt unter anderem durch Abspaltungi@wAminosauren zur Bildung von
All aus Al (Siehe Kapitel 1.3. ,Pharmakologie des Renin-Angiste- Systems

Dashumane ACE-Genbefindet sich auf der®enlokus 17g32(Soubrier et al., 1988 Es
lassen sich zwei ACE-Isoformen in humanem Gewebtersecheiden: Zum einen das
somatische ACE, das in Endothelzellen, Zellen degimalen Tubulus der Niere, Gehirn,
Darmepithelzellen, Nebenhoden aber auch in Leyéided, Nebenhoden und Prostata
(Tabelle 2Nassis et al. 20QInachweisbar istHhlers et al., 1986 Weiterhin das testikulare
ACE, das sich in Nebenhoden und Hod&ughmann & Chong 1971b; Hohlbrugger et al.,
1982; Vanha-Perttule et al., 1985; Vinson et al997), in den Tubuli seminiferi,
elongierenden Spermatozoen (Strittmatter & Snyil®#84) und in den Entwicklungsstufen
der SpermatozoerB(entjes et al., 1986, Langford et al., 1998ukhopadhyay et al., 199b5b
nachweisen lasst. ACE liel3 sich bereits frih im iBaftplasma nachweisen, ohne jedoch
konkrete Hinweise auf die Funktion vorweisen zuném Krassnigg et al., 19896 ACE aus
dem Seminalplasma entstammt vermutlich den SpemoatoKohn et al., 1995Gatti et al.,
1999. Wahrend dasomatische ACE zwei homologe Domé&nen aufweist udad0 kDa
schwer ist, lasst sich im testikularen ACE nur etheser beiden Domé&nen nachweisen.
Testikulares ACE hat daher nur ein Molekulargewicht v@0 kDa (Soubrier et al., 1983
Die enzymatische Aktivitatist dennoclvergleichbar (Lanzillo et al., 198h

Die Regulation der testesspezifischen Isoform d&3EAwird von einem spezifischen
Promotor im zwolften Intron des ACE-Gens durchgefiizhou et al., 1995, 1996
TestikularesACE ist, wie das somatische ACHEiembrangebunden(Ramchandran et al.,
1994, Ehlers et al., 1996Wahrend der Kapazitation wird ACE aus humaneeri@ptozoen
freigesetzt [foresta et al., 1987; Kohn et al., 1999 estes-ACE wurde membrangebunden
im Bereich von Akrosom, postakrosomaler Region Whtlelstiick nachgewieserKphn et
al., 19983. Bemerkenswerter Weise besteht eine negativeekation zwischen der Motilitat

humaner Spermatozoen und der testicularen ACE-Ad&tiv(Shibahara et al., 2001
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MéannlicheKnockout-Mause, denen das ACE-Gen entfernt wurde, wiesen eineineerte
Fertilitat auf Krege et al., 1995, Esther et al., 1996Morphologisch und im
Paarungsverhalten der Tiere konnte allerdings kdimerschied zur Referenzgruppe
festgestellt werden. In der Studie vésther et al.(1999 wurde das ACE-Gen durch
zielgerichtete homologe Rekombination verdndertdém Studie vorKrege et al.(1995
wurde das somatische und testikulare ACE durchrtioselle Destruktion des Exon 14 im
ACE Gen ausgeschalteDie homozygoten ménnlichen Mause, denen beide isoes
fehlten, wiesen in der letztgenannten Arhett ca. 34 mmHg erniedrigte Blutdruckwerte
auf, die Nierenarterien waren abnormal verdickty dmnale Cortex atrophiert. Bei den
weiblichen Tieren lie3en sich die gleichen Veranderungen der Niensth Blutdruckwerte
nachweisen, di€ertilitat war nicht beeintrachtigt.

Die mannlichen Tierewiesen eingeduzierte Fertilitdt auf: im Vergleich wurden durch die
Knock-Out-Mause lediglich 5% der Eizellen befru¢htéurch die Vergleichsgruppe aber
65% (p<0,001). Die mannlichen Knock-Out-Mause wiesedabei normales
Paarungsverhalten, normwertige  Spermatozoendicht@ iEjakulat, unaufféallige
Testeshistologie und lichtmikroskopisch unauffé@lgpermatozoenmorphologie auf.

Auf der Suche nach détrklarung fur die diskrepanten Resultate fiel schlieBliclgémdes
auf: Wahrend die Spermatozoenmotilitat bei dieseerefi normal war, bendtigten die
Spermatozoerdeutlich mehr Zeit fur die Ovidukt-Passage (Esther et al., 1996 Eine
Stunde nach der Paarung betrug die Spermatozoetzadiischnittlich 175+/-86, gegenuber
1135 +/-428 in der Referenzgruppe (p<0,001). Dier@@atozoen wiesen weiterhin eine
verminderte Bindung an der Zona Pellucidaauf Hagaman et al., 1998b Durch das
Ausschalten des somatischen ACE in Mausen bei 8sfades Testes-ACE, was zu keiner
Einschrankung der Fertilitat fihrte, zeigte dieicdie Arbeitsgruppe, dass somatisches ACE
nicht relevant fir die Fortpflanzung von Mausen(kagaman et al., 1998bDie Ergebnisse
fuhrten zu der Aussage, Angiotensin | sei nicht 8abstrat fur das ACE auf Spermatozoen
(Kim et al.,, 1995, Hagaman et al., 1997ACE Knockout Mause wiesen wie oben
beschrieben eine reduzierte Fertilitat im mannhckeschlecht aufkfege et al. 1996 Der
Effekt konnte riickgadngig gemacht werden: Wurde alasgeschaltete ACE-Gen reaktiviert,
so stellte sich die Fertilitat in den betroffenesrsuchstieren wieder heRg¢maraj et al.,
1998, Kessler et al.,, 20R0Wurde allerdings dass testesspezifische ACE hdutes
somatische ACE ausgetauscht, waren die Tiere \wetemin lhrer Fertilitat reduziert,
weswegen die ACE-Abhéangigkeit der Fertilitat leaigl auf das testesspezifische ACE
bezogen wurdeRamaraj et al., 1998, Kessler et al., 2D0@ diesen Studien wurde weiterhin

gezeigt, dass ein Ausschalten des testesspezifigo@G& zu reduzierter Oviduct-Passage und
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zu eingeschrankter ZP-Penetration fuhrt. Diese li#ngse sind konkordant zu den
beschriebenen Resultaten von Hagaman dtlaggman et al., 1997

In einer anderen Studie wurde das Angiotensinogemi6 Mausen ausgeschaltiirf et al.,
1995. Diese Angiotensinogen-Knock-Out-Mause waren in ihrer Ferilitat nicht
eingeschrankt

Die Resultate, dass somatisches ACE das testefisgeziACE nicht ersetzen kann und in
diesem Fall somit reduzierte Fertilitat resultiefds Ausschalten des Angiotensinogen-Gens
jedoch nicht zu reduzierter Fertilitat fahrte, imprte die Auffassung, dass zwar
testesspezifisches ACE und eventuell vorhandenestib, nicht aber Angiotensine und
deren Rezeptoren fur die Fertilitit Bedeutung nétted Al weiterhin nicht das Substrat fur
ACE sei Kim et al., 1995, Hagaman et al., 1997, Kesslal ¢200Q.

Es gibt jedochneuere Untersuchungen die zu gegenteiligen Ergebnissen gelangten. So
wiesen Tempfer et al.(2000 im Gegensatz zu den Studien vEmm et al. (1995) eine

reduzierte Fertilitat von Angiotensinogen-Knock-OutM&usennach.

In weitern Studien wurde die Wirkung von ACE-Hemmer vitro auf die Funktion humaner
Spermatozoen untersuclRgtnasooriya et al., 1990, Foresta et al, 1p®Hs liel3 sich zeigen,
dass Enalapril in einer Konzentration von 20mM die progressive tiMat humaner
Spermatozoen hemmen kann und dwotilitét auf sehr niedrige Werteeduziert
(Ratnasooriyeet al., 1990). In dieser Arbeit wird allerdings angmmen, dass dieser Effekt
nicht durch eine Inhibition von ACE erfolgt, sondedass es sich um einen direkten Effekt
des Enalaprils auf die Motilitdt handelt.

Captopril konnte in der anderen Studie dikrosomale Reaktion verhindern (Foresta et
al., 1991).Konkordant dazu konnte spéater gezeigt werden, dflssie Akrosomreaktion
induzieren kann Mdaller et al.,, 1997; Gur et al., 1998 Diese Induktion der
Akrosomreaktion liel3 sich in der erstgenannten Studigch AT2-Antagonisten hemmen
Somit ergaben sich erste Hinweise auf das Vorhawlenvon AT2 auf humanen
Spermatozoen, ein Nachweis gelang jedoch nid&héres hierzu in Kapitel 5.)3.

Schliel3lich muss bedacht werden, dass die Kapaxntaurch viele Stoffe und auch durch
physikalische Faktoren induziert werden kann (Si€apitel 1.3.1). Das lokale RAS konnte
diesbeziiglich ein redundantes System sein, dassreideren Systemen einspringt, wenn
die Hauptinduktoren der Kapazitation ausfallen.kBante weiterhin auch ein zusatzliches
System sein, das modulierend an der Kapazitatioeiligg, fir diese jedoch nicht essentiell

ist. Entsprechend wird der Blutdruck auch nicheiakk durch das RAS reguliert.
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Zum Vergleich fuhrt ein ACE-Knockout bei Drosophitl@elanogaster zum Absterben von
90% der Nachkommen, wobei die Uberlebenden maremi¢hsekten zudem alle steril sind
(Tatei et al., 19956

Schliel3lich muss beriicksichtigt werden, dass Kinvder Frauen, welche eine ACE-Hemmer-
Therapie Uber die Embryonalperiode hinaus eingenemimatten, ein signifikant erhdhtes
Risiko fur renale Fehlbildungen aufwiesen. Dieseremaso schwerwiegend, dass ein
Oligohydramnion mit assoziierten Komplikationen diéolge war. Weiterhin traten
intrauterine Wachstumsretardierungen und persester Ductus arteriosi auCDC 1997,
Tabacova et al., 2003 Theoretisch muisste also ein ACE-Knock-Out bei ui
entsprechende oder, da ja Uberhaupt kein ACE mehitigbar ist, schwerwiegendere
Storungen erzeugen. Tatsachlich waren die Nierstolbgisch bei diesen Tieren auffallig
(Nierengefalie verdickt, Cortex atrophiert), weitBtérungen wurden jedoch nicht beobachtet
(Krege et al., 1995, Esther et al., 1996Dies verdeutlicht die Problematik der
Vergleichbarkeit von Maus und Mensch.

Letztlich ist die Bedeutung des ACE fir die Fertdi nur ansatzweise geklaind bietet

weiterhin ein interessantes und nach der derzaitiDatenlage relevantes Gebiet flr weitere
Forschung, da der pharmakologische Einfluss auf dRA&S wesentlicher Bestandteil
kardiologischer Therapie ist und die Auswirkungemee solchen Therapie auf den
mannlichen Reproduktionstrakt noch weitgehend war@k sind. Weiterhin kénnten sich

relevante Optimierungsmaglichkeiten durch dieserila&a fur die IVF ergeben.
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5. 2. Diskussion der Ergebnisse

5. 2. 1. All in humanem Seminalplasma

Uberblick

Die Frage nach der All-Konzentration ist relevadg sie einen Einfluss auf den durch All
induzierten Effekt haben konnte (Siehe Abb. 29)e Erhohte Konzentration kdnnte den
Versuch der Kompensation bei ,scheinbar® mangelndéll-Wirkung bedeuten
(Ruckkopplungsmechanismus). Bisherige Studien (@Maet al., 2000, Zheng et al., 2001)
wiesen zwar All mittels RIA nach, die Studien majedoch methodische und statistische
Méngel.

Diese Arbeit weist erstmalig All mittels kompe&tivELISA nach und versucht die in den
erwahnten Studien gemachten Fehler zu vermeidea. HDgebnisse differieren deutlich.
Weiterhin wurde angenommen, dass die Produktiottesties All im Seminalplasma die
Leydigzellen und der Nebenhoden sei (Okuyaa e1288). Neuere Untersuchungen weisen
auch eine Produktion durch die Prostata nach (O”btahet al., 2005).

Diese Arbeit liefert ebenfalls Hinweise auf die #uwktion des im Seminalplasma

vorhandenen All auf3erhalb von Hoden und Nebenhoden.

5. 2. 1. 1. Eigene Ergebnisse

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen, iwiKapitel 4. 3. ausgefuhrt, All in einer
Konzentration von etwa 1ng/ml im Seminalplasma nd@belle 5 und 6, Abb. 23 und 24).
Die hier beschriebenen Versuche wurden an drechiEmdenen Gruppen durchgefiihrt. Neben
der Referenzgruppe gesunder Probanden, wurde di&ohkentration im Seminalplasma
von Patienten der andrologischen Ambulanz und \amektomierten, vorher fertilen Mannern
untersucht. Letztgenannte Gruppe sollte einen Hsaaf den Ursprungsort von All liefern:
Wenn All im Seminalplasma in gleicher Konzentratioa in der Referenzgruppe vorhanden
ist, kommt der Hoden als Ursprungsort, zumindestdién Grolteil, des gemessenen All,
nicht in Frage. Wenn kein All gemessen werden kam,Referenzgruppe aber All im
Seminalplasma aufweist, ware der Hoden die wahistbleste Quelle fir All im
Seminalplasma.

Die Messungen im Seminalplasma vasektomierter Maargaben eine Konzentration von
ca. 1ng/ml und beweisen somit die Herkunft des All aus eiri@ereich distal vom Ductus
deferens. Es machte fir diese drei Stichprobengv8min, deren Lage zu vergleichen, weil
offensichtlich die drei Kollektive sich im Wesdnhen durch die Variabilitat und nicht durch
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die Lage unterschieden. Als Voraussetzung firiest auf Gleichheit der Variabilitat wurde
dennoch zunéchst mit dem Median-Test untersuchtlemerob sich Unterschiede beziglich
des Medians der Verteilung aufzeigen lassen. Isedie Fall konnte die Nullhypothese
beibehalten werden (p = 0.65), d.h. es kann voergntenUbereinstimmung der Mediane
der drei Kollektive ausgegangen werden. Im nachsten Schritt wurde Hitieé eines
nichtparametrischen Tests nach Siegel-Tukeylie Gleichheit der Variabilitat untersucht.
Fur den paarweisen Vergleich zwischen den Grupperuntl 2 ergab sich eine
Wahrscheinlichkeit fir das beobachtete oder eireextres Ereignis von p=0.016, zwischen
den Gruppen 1 und 3 p=0.021 und zwischen den Grugpend 3 p=0.959. Es finden sich
also deutliche Hinweise, dass zwischen den Grudpend 2 bzw. 1 und ®nterschiede
bezuglich der Dispersion der Verteilungerbestehen (Sinngemal3e Aussagenhkterrn Dr.
Boedecker und Frau Scheibelhut, Arbeitsgruppe ,Mimikche Statistik® am Institut fir

medizinische Informatik der Justus-Liebig-UnivéisBiessen)

5. 2. 1. 2. Literatur

Eine All-Produktion wurde schon vor langerer Zaih ihumanen Hoden nachgewiesen
(Okuyama et al., 1988aAll konnte bereits in friheren UntersuchungenSeminalplasma
nachgewiesen werde®{Mahony et al., 2000; Zheng et al., 2003

In diesen Studien wurden fertile gegen subfertifeiiduen getestet und die All-
Konzentration im Blut und im Ejakulat ermittelt 84). Die Blutkonzentration betrug in
den Versuchen vo® Mahony et al.(2000 16.0 + 3.1 pg/ml(Mittelwert + SEM). Die
Seminalplasmakonzentrationwar mit 516 + 9.3 pg/ml(p < 0.0001), drei bis funf Mal
hoher als im Blutplasma. In dieser Studie wurde AihRIA verwendet Reninsula
Laboratories, Merseyside, URADer Nachteil des verwendeten RIA’s ist bedihgich eine
Kreuzreaktivitat zu Al und Alll  (O"Mahony et al. 2000 Die Autoren stellten in diesen
Untersuchungen fest, dass diese beiden Peptidgeimnalplasma nicht in nennenswerter
Menge vorhanden waren. Der Anteil von All an demiumreaktion wurde mittels HPLC auf
etwa 80% geschéatzt. Dies ergdbe somit einen Effgktt von etwa 41pg/ml, der so aber
nicht von O'Mahony et al. (2000 publiziert wurde. Eine Korrelation zwischen der
Blutplasmakonzentration und der Seminalplasmakdnagon konnte nicht gezeigt werden
(r=0,11). Es bestand auch keine Korrelation zu @p&vzoenanzahl oder Fertilitdt. Auch
Zheng et al. (2003) fuhrten Konzentrationsmessungench und erhielten &hnliche
Ergebnisse wi® Mahony et al(2000. Sie fanden in lhren Versuchen dabei eine signifikan
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hohere All-Konzentration im Seminalplasma azoosgerindividuen gegeniber Mannern
mit anderen Infertilitatsgrinden (p<0,05).

Der Ursprungsort von All wurde vonO"Mahony et al.(2005 kurzlich untersucht. In dieser
Studie gelang der Nachweis, dass All in &eostata von Rattenund in LNCaP-Zellen
(humane androgenabhéngige Prostatakarzinom-Zel)lisignthetisiert und sezerniert wird.
Es wurde die mRNA fur Renin, Angiotensinogen, AGERatten- und in humaner Prostata
nachgewiesen. Es wurde weiterhin die mRNA fur ATH WAT2 in humanem und AT1 im
Ratten-Gewebe gefunden. In den sekretorischen dépglen der Prostata wurde eine
Kolokalisation von Renin und AT 1 beschrieben. Chxpression des AT1 war in
prepubertéren Rattenprostatagewebe groéRRer als stpyizertdren. Eine Captopril-Therapie
fuhrte zur erh6hten Expression des AT1 in der Rattestata.

Fraser et al.(2004, 206) konnten einempositiven Effekt von All auf die Kapazitation
nachweisen, wenn All mit Calcitonin oder FPP (Hiedtion promoting peptide) kombiniert
wurde. Hierbei war die Kombination von All mit Catmin und/oder FPP wirksamer als die
einzelnen Substanzen, wobei All alleine keinen eraswerten Einfluss auf die Kapazitation
besal3. Aus diesen Ergebnissen schlodseaser et al. (2004, 200% dass diese drei
Substanzen den gleich&&cond messengaktivieren. Flur Calcitonin und FPP konnte dabei
eine cAMP-Produktion nachgewiesen werden, was flieBenfalls gelangMededovic et al.,
2004. Dass cAMP im Prozess der Kapazitation eine wgehRolle spielt, ist seit langerer
Zeit bekannt deLamirande et al., 1997 Die Induktion der cAMP-Produktion durch All
wurde bei kapazitierten und nicht kapazitierten r8@#ozoen beobachtet, wobei
bemerkenswerte Wechselwirkungen zwischen All, @abon und FPP beschrieben wurden:
Ein Anstieg von cAMP I6st die akrosomale Reaktion aud=PP, Calcitonin und Adenosin
stimulieren in nicht kapazitierten Spermatozoen dAMP-Produktion, in kapazitierten
Spermatozoen hingegen hemmen diese SubstanzeAMie-Broduktion. All stimuliert die
CAMP-Produktion. Die Stimulation der cAMP-Produkticdurch All konntedurch die
Zugabe von FPP und Calcitonin verhindertwerden Frazer et al., 200p Die Erklarung
kann sein, dass Calcitonin und FPP membran-asgeziigddenylylcyclasen miAC’Ss)
inaktivieren, die C&-abhangige Prozesse modulieren.

In der gleichen Studie konnte ergdnzend gezeigtieverdassertussis-Toxin die Effekte
von Calcitonin und FPP blockiert (Pertussis-Toxihrt dazu, dass inhibitorische G-Proteine
nicht mehr aktiviert werden kdnnen, da die Bindwog GTP blockiert wird, in der Folge
produziert das stimulierende G-Protein zuviel CAMP)

Da All wahrscheinlich tiber intrazellularen Canstieg seine Effekte vermitteM\(ennemuth
et al., 1999; Sabeur et al., 200kénnte eine Hemmung der mAC’s die All-induzierte
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Wirkung verhindern ohne in die eigentliche Rezdptwtung durch All an den AT
einzugreifen.Frazer et al (2005 vermuten, dass die mAC’s eine verfrihte Kapaaitat
verhindern bzw. begrenzen.

Die dargelegten Ergebnisse werden durch die Studiarson et al (2000 gestutzt, wonach
der spezifische T-Typ-G&Kanal-Antagonist Mibefradil die Induktion der Algomreaktion

verhindern konnte.

5. 2. 1. 3. Vergleich und Diskussion der Ergebnisse

All wurde bislang nicht mittels ELISA im humanenr@ealplasma bestimmDer Vorteil
des in der vorliegenden Arbeit eingesetztehlSA gegeniber dem in den genannten
Arbeiten vonO"Mahony et al.(2000 und Zheng et al.(2003 verwendeten RIA, ist sein
Fehlen radioaktiver Strahlung und demzufolge eetdpender SchutzmaflRnahmen und
Einrichtungen. Der Versuchsablauf ist wesentlickkamplizierter. Aufgrund der hohen
Spezifitat fur All war zudem eine Uberpriifung migtelPLC nicht notwendig.

In diesen Arbeiten lag jedoch eine lange Zeitspawechen der Gewinnung des Ejakulates
und der Verarbeitung fur den ELISA (siehe untergh@r ist es sehr wahrscheinlich, dass die
tatsachliche All-Konzentration hoher liegt, alsdiesen Arbeiten beschrieben, da All sehr
schnell durch die im Seminalplasma vorhandenen fBezgegradiert wird. Weiterhin wurde
in den zitierten Arbeiten ein parametrischer Tast gtatistischen Auswertung benutzt, die
All-Konzentration im Seminalplasma ist jedochicht standardnormalverteilt. In den
erwahnten Studien wurden keine vasektomierten Maantrsucht, somit ergaben sie auch
keinen Hinweis auf deRroduktionsort von All .

Eine erneute Bestimmung der All-Konzentration immiSalplasma unter Bertcksichtigung
des Zeitfaktors war daher notwendig, um neben d&glichst kurzen Zeit bis zum Einfrieren
der Proben, auf eine korrekte statistische Ausweytuzu bestehen und mittels
Untersuchungen vasektomierter Patienten, einen Eisnauf den Produktionsort von All zu

gewinnen..

Die in dieser Arbeit gemessendil-Konzentrationen in den drei Gruppen liegen mit
1ng/ml um daszwanzig- bis finfundzwanzigfache tGber den Ergebnies von O"Mahony

et al. (2000. Da die Zahl der Probanden mit n=34 etwa die glefBh&3enordnung aufwies
wie in den dargelegten Versuchen (n=39), hattesbéirigliche Faktoren keinen Einfluss auf
die Ergebnisunterschiede. Populations- und umwdiligee Faktoren sind prinzipiell

denkbar, bedirften aber weit reichender Untersugpéron
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Fir dieGriinde dieser enormen Diskrepanibt es jedoch eine mdgliche Erklarung:

Die unterschiedliche Verarbeitung der Proben!

Die Blutproben in der genannten Studie wurden soiforeisgekihlten Vakuumkivetten
gesammelt, die EDTA, Phenantrolin, Neomycin, Ethar®estatin, Chymostatin und
Hydroxyquinolin enthielten. Es handelt sich dabai. wum Gerinnungshemmer, Stabilisatoren
und Enzymblocker. Es wurde weiterhin sehr genaawlageachtet, die Kihlkette nicht zu
unterbrechen (z.B. Zentrifugieren bei 4°C, Lagerang Eis). Die Seminalplasmaproben
hingegen wurden erst nach einéerflissigungszeit von 40 Minuten bei RTund der
Durchfiihrung einefRoutinespermiogramms entsprechend den Blutproben verarbeitet. In
dieser Zeit, die nach eigener Erfahrung, bei ziigiggarbeitung, eine knappe Stundenicht
unterschreiten kann (Zeitangaben werden hierzieinSdudie nicht gemacht), muss ein Tell
der enthaltenen Peptide - aukh- abgebaut worden sein, da das Seminalplasma sehr viele
Enzyme aufweist, unter anderem Metalloproteasen uarschiedene spezifische und
unspezifische Peptidasen und Proteasen, die umierem auch Angiotensine in kurzer Zeit
abbauen (eigene, nicht aufgefihrte und bislang tniohblizierte HPLC-Ergebnisse).
Zumindest ist eine Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen der
Konzentrationsbestimmung iBlutplasma und den Messungen iifSieminalplasma nicht
gegebenda die Proben sehr unterschiedlich verarbeitetian

Der All-Abbau koénnte die Diskrepanz zu den aufgefim Werten erklaren, da in den
eigenen Versuchen die Verflissigungszeit moglidhstz gehalten (etwa 10 Minuten bei
37°C) und die Verarbeitung der Proben weitestgelgekéhlt vorgenommen wurde.

Um eine weitere Verzdgerung zu vermeiden, wurdeashezu Probanden und andrologische
Patienten ausgewahlt, die aus vorhergehenden \femsucbekannt waren. Die
Routinespermiogramme  friherer Untersuchungen lagailso vor, auf aktuelle
Routinespermiogramme wurde daher verzichtet. Dpests etwa funf bis zehn Minuten pro
Probe ein, die etwal5 Minuten nach Ejakulation eingefroren wurden. Eine Korrelation
zur Spermatozoenkonzentration wurde nicht durchgéfida dies zum multiplen Testen
gefuhrt hatte. Diesbeziglich kbnnte aber der Vérsagfbau beibehalten werden. Es muss
lediglich vor Aufbereitung der Ejakulatprobe eineike Menge abpippetiert werden, die im
Anschluss an die Aufbereitung und Einfrierung deati@ ausgewertet werden kénnte.

Nach den durchgefiihrten eigenen HPLC-Versuchenhoibanem Seminalplasma (Daten
nicht aufgefiihrt und noch nicht verdffentlicht), nkde man dieVerarbeitung des
Seminalplasmas weiter optimieren indem man bestimmte Peptidasen- und
Proteinasenhemmer direkt nach Erhalt der Probéesiesis aber nach der Verflissigungszeit,
der Probe zufuihrt, um den weiteren All-Abbau zu trem. Dies kann so dezidiert erfolgen,
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dass die Generierung von All ermdglicht wird, ddsb&u aber gehemmt wird (Zugabe von
Phosphoramidon: eigene, nicht publizierte HPLC-tehungen).

Letztlich wird aufgrund der Verflissigungszeit jetlostets ein nicht zu beeinflussender
Abbau im Seminalplasma stattfinden. Interessanewas Hinzugeben eines ACE-Hemmers
zu einer bestimmten Anzahl Proben, um zu untersyadie All dann Gberhaupt noch entsteht
und somit in wieweit die All-Generierung von ACE Hpakulat abhangig ist.

Bemerkenswert sind die Unterschiede zwischen dedieser Arbeit getesteten Gruppen
(Tabellen 5-7, Abb. 24 und 25):

Probanden und vasektomierte Manner unterscheiden sich bezuglich ihrer Anatomie
dadurch, dass bei letzteren der Ductus deferensdies durchtrennt ist. Folglich sollte in der
Gruppe der vasektomierten Manner kein BestandteiEjakulat auftauchen, der aus dem
Hoden stammt. Die All-Konzentrationen sind jedoehMittel vergleichbar. Dies impliziert,
dass All im Seminalplasma hauptséchlich aus and@ueellen als dem Hoden stammen
muss.O"Mahony et al(2000 werfen in ihrer Arbeit im Schlussabsatz die Fragé wo das
gefundene All synthetisiert wird und vermuten eeam®rm hohe intratestikulare Produktion,
um Uberhaupt nach Verdinnung durch die nachfolgeigakulatbestandteile (aus Prostata,
Blaschendrise, Bulbourethraldriisen etc.) die gesnes&onzentration zu erreichen. Von
anderen Autoren wird der Hoden als wahrscheinleh&trsprungsort fur All angesehen
(Leung et al., 2003 Dennoch wurde kurzlich nachgewiesen, dass dist&a bei Ratten der
Ursprungsort von All sein kénnte (S. 10@f,Mahony et al., 2005

Die hier gezeigten Ergebnisse der ELISA-Untersuchung schlielen Hoden als
Hauptproduktionsort von dem im Seminalplasma gefundenen All schliéldics

Der Ductus deferens ist bei vasektomierten Manneunchtrennt, im Ejakulat waren
nachweislich keine Spermatozoen vorhanden. Dennweelsen sie die gleiche All-
Konzentration wie gesunde Probanden auf. Somit kdhmicht aus dem Hoden stammen.
Weiter ergibt sich aus demselben Grund die Scldiggsfung, dass die Aufgabe von ACE auf
humanen Spermatozoen nicht die Umwandlung von AlAih im Seminalplasma
(mdglicherweise aber in der Follikularflissigkeis), sonst dirfte All bei Vasektomierten im
Seminalplasma nicht erscheinen..

Die Blut-Hoden-Schranke ist fur die meisten Peptiddurchlassig. Die fehlende Korrelation
zwischen Blut- und Seminalplasma in der Studie @ahony et al.(2000 ist ebenfalls ein
Hinweis auf einen verschiedenen Ursprung des Atdiasen Kompartimenten. Allerdings ist
der Wert im Seminalplasma aus den genannten Griwelanutlich zu niedrig. Ein hoherer

Wert wirde wahrscheinlich dennoch zu fehlender &ation fuhren.
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In den erwdhnten Arbeiten konnteine Korrelation zwischen Spermatozoenanzahl und
All-Konzentration aufgezeigt werden. Eine der Hauptaussagen deiitArtae O"Mahony et
al. (2000 war, dass All auch Ilokal gebildet werden muss, danst dieser
Konzentrationsunterschied zwischen Blut und Semlaaima nicht zu erklaren ist. Dies geht
bereits aus fruheren Arbeiten hervor (Siehe Tab20e Kapitel 5) und wird durch die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weiter gestutzt.

Auch hier muss die Kritik bezlglich der unterschigten Verarbeitung von Blut und
Seminalplasma unter der Vorstellung des erfolgtdiABbaus bedacht werden. Dieses
Ergebnis legt jedoch die Vermutung nahe, wie initéhb.1. bereits gedul3ert, dass All im
Seminalplasma andere Aufgaben als die Modulation $jgermatozoenbewegung haben
konnte.

Zheng et al(2003 fanden in Ihren Versuchen eisgnifikant héhere All-Konzentration

im Seminalplasma azoospermer Individuen gegenuber Mannern mit anderen
Infertilitatsgrinden (p<0,05). In der hier darge&rgArbeit konnte wie ausgefuhrt eine starke
Schwankung der All-Konzentration bei Patienten dedrologischen Ambulanz aufgezeigt
werden, wobei die Proben der andrologischen Patiejgidoch nicht nach der Ursache der

Fertilitatsstorung klassifiziert wurden.

5.2.1. 4. Bewertung

Es stellt sich di¢-rage nach der Bedeutung von All im Seminalplasmand warum es in
so einer hohen Konzentration vorhanden ist

Trotz der dargelegten fehlenden Korrelation zwischder All-Konzentration im
Seminalplasma und anderen Spermatozoenparameteinflioest All verschiedene
Spermatozoen-Parameter:

All kann dieKapazitation induzieren Kohn et al, 1998 die Motilitdt beeinflussenKoresta
et al., 1991; Vinson et al., 1995b, 199%apitel 4. 4. und 5. 4.) und dA&R auslésenNluller

et al., 1997, Gur et al.,, 1998, Sabeur et al., 200Dies sind wichtige Schritte im
Befruchtungsprozess, die bis auf den erstgenariuekt nicht im Seminalplasma stattfinden
durfen, da die Spermatozoen weit entfernt von deelle aktiviert werden wirden und die
Eizelle nie erreichen wirden. Vielmehr wirde esnSmachen, diese Aktivierung kurz vor der
Eizell-Interaktion durchzufiihren. Das hierzu befé#iAll unter dieser Vorstellung vielmehr
aus dem weiblichen Organismus, respektive der Keddliflissigkeit, stammen. Tatsachlich
weist die Follikularfliissigkeit All aufeimler et al., 1995, Vinson et al., 1993abeur et al.

(2000 fuhrten ihre Versuche an equinen Spermatozoenhgdutie Wirkung von All war
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dabei konzentrationsabhangig. Hohe KonzentratioguM) zeigten einen signifikant
niedrigeren Effekt als niedrige KonzentrationenM}nAhnliche Tendenzen lieRen sich in
den hier dargelegten Ergebnissen der Motilitatsoregsn finden (Abb. 29). In der Studie von
Sabeur et al(2000 fand sich einddemmung der AR-Induktion durch All durch Zugabe
von Losartan® (AT1-Antagonist). SchlieRlich lieR sich in kapagiten Spermatozoen, der
AT1 in der Kopf-Region equiner Spermatozoen nacbkevei

Als Kapazitation wird der Reifungsprozess der Spermatozoen auf®eded méannlichen
Genitaltrakts in geeigneter Umgebung bezeichnetr déorrausetzung fur die
Befruchtungsfahigkeit mannlicher humaner Spermaozst Austin, 1952 Hinzu kommt
also die Tatsache, dass Spermatozoen zunachsralees® der Kapazitation durchlaufen und
mehrere Stunden im weiblichen Genitaltrakt verkemgnissen, um befruchtungsfahig zu
sein {Yanamagashi, 1994 All kann tatsachlich die Kapazitation humaneref®patozoen
induzieren (Kohn et al., 1998). Divotilitdtssteigerung jedoch muss vor allem auf dem Weg
und in der Nahe der Eizelle erfolgen. Dies wirdelen Ergebnissen passen, dass All in der
Follikularflissigkeit in hohen Konzentrationen naesbar ist(Delbaere et al.,, 1996
Heimler et al., 1995 wahrend All im Ejakulat sehr schnell degradieitd (eigene HPLC-
Messungen, Daten nicht aufgefihrt). Somit konnteé iAl verschiedener Weise an der
Funktion humaner Spermatozoen beteiligt sein. Zunere konnte All die Kapazitation
mitbeeinflussen, hierzu stinde All in nennenswekenzentration im Seminalplasma zur
Verfiigung, zum anderen kénnte es am ,Endspurt* karzder Eizelle beteiligt sein (Siehe
Kapitel 5. 4.).

Wie bereits erlautert stimmt dies mit den Beobaché&m von O"Mahony et al. (2000) und
Zheng et al. (2003) darin Uberein, dass in diesebeifen keine Korrelation zwischen
Spermatozoenzahl und All-Konzentration gefundendeerkonnte. Andererseits bestlinde
die Moglichkeit, dass nur solche Spermatozoen déithn dieser frihen Phase akrosomal
reagieren, die fehlerhaft sind. So konnte kirzgiezeigt werden, dass dddR durch All in
Spermtozoen fertiler Manner kaum, in denen vorandrologischen Patientenhingegen
deutlich ausgelost wird (Frazer et al., 200p Dann entsprache dies einem
Schutzmechanismus. Diese Spekulationen muisstenchedo weiteren Studien néher

untersucht werden.

Wie in Kapitel 5.2. bereits dargelegt, gibt es shindinweise darauf, dass Angiotensinogen-
Knock-Out-Mause keine Fertilitatsstorungen aufweig€im et al., 1995 wie Hinweise
darauf, dass dies doch der Fall iJiefpfer et al., 20Q0und die Uberlebenszeit der
Spermatozoen ex utero verkirzt i§s(chida et al., 1998, Doan et al., 200 Anbetracht
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dieser Uberlegungen konnte weiter angenommen weddes selbst wenn Angiotensinogen-
Knock-Out-Méause eine unauffallige Fertilitat aufeam wirdenKim et al., 1995 vs. Tempfer
et al., 2000, dies dadurch erklart werden konnte, dass diega&hg desAll im
Seminalplasmadie Induktion respektive Modulation des Kapazitationsvaganges sein
konnte. Ein Ausfall des All diesbezuglich konnteadudie vielen anderen Faktoren, die die
Kapazitation induzieren, kompensiert werden. Dierigdm Wirkungen sind erst nach
Abschluss der Kapazitation und in der Nahe derlEiznnvoll und kdnnten durch All aus
der Follikularflissigkeit induziert werden.

Es wurde der Versuch unternommen die Bedeutung Vaih im weiblichen
Reproduktionstrakt fir die Funktion von Spermatozdamit zu widerlegen, dad&agata et
al. (1999 keine Aufféalligkeiten bezuglich der Fertilitat ibeveiblichen Angiotensinogen-
Knock-Out-Mausen fanden. Es wurde jedoch nicht jitdét, ob in der Follikularfliissigkeit

bei diesen Tieren tatsachlich kein All nachgewieserden kann.

Zusammengefasst stammt All im Seminalplasma aneah®ss der Prostata. Es konnte die
bereits vermutete modulierende Funktion fur die &agation und nicht die Relevanz eines
~Entweder-oder-Systems aufweisen, genauso wie AQtkOut-Mause auch ohne All noch
einen Blutdruck haben.

Nach dieser Modulation/Induktion der Kapazitatioei lKontakt mit den Spermatozoen,
wirde es demzufolge schnell degradiert werden, ssod& AR nicht ausgelost wirde oder
die Motilitat vorschnell erhéht wiirde. Diese beideeaktionen konnten spéter durch All aus
der Follikularflissigkeit moduliert/induziert wende

Wahrend die Konzentration unter den Probanden wagkektomierten Mannern vergleichbar
war und die Streuung in beiden Fallen gering (Tabél, Abb. 27, 28), fiel die Gruppe der
andrologischen Patienten signifikant aus diesemmi&ahheraus. Die Ursache ist unklar und
bedarf weiterer Abklarung. Vorstellbar wére einegéeregulation bei ausbleibendem Effekt
aber auch eine Ursache fur Infertilitdt in einemilKellektiv kbnnte denkbar sein, sodass
auch hier weitere Untersuchungen notwendig sind.

Anhand der hier gezeigten Ergebnisse ist, trotzsipsifikanten Unterschiedes zwischen der
Patienten- und den beiden anderen Gruppen nicht Alissage mdglich, dass die All-

Konzentration (Erhéhung oder Erniedrigung) mit einbestimmten Fertilitdtsstérung

korreliert, da die Patienten diesbeziglich nichtdgorisiert wurden.
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5. 2. 2. All-Rezeptoren auf humanen Spermatozoen

Uberblick

All vermittelt seine Effekte Uber membrangebund@&ezeptoren, die sich auf der
Zelloberflache vieler Gewebe nachweisen lassemdsieapitel 1. 4. 1. 3. und 1. 4. 1. 4)).
Bislang wurde der AT1 auf humanen Spermatozoen meytachemisch und im Western Blot
nachgewiesen (Vinson et al., 1995). Ein direkte2-AlBchweis gelang nicht.
AT2-Antagonisten konnten die Induktion der akrodem&eaktion durch All blockieren, es
gab somit indirekte Hinweise auf die Lokalisati@m\AT2 auf humanen Spermatozoen (K6hn
et al., 1998).

Zudem zeigte Sabeur et al. (2000), dass der AT1Pteiden im Bereich des Akrosoms
vorhanden ist. Eine Abgrenzung gegeniber dieserm®@®ll ist ebenfalls notwendig, auch
zur Bewertung der Ublichen Verallgemeinerung vogeBnissen.

Diese Arbeit liefert den Beweis fur die Lokalisation AT2 im Akrosomalbereich humaner
Spermatozoen und das Fehlen von AT1 in dieser isakian. Dies ist somit der erste
Nachweis von AT2 auf humanen Spermatozoen und rder Hinweis auf Unterschiede
zwischen verschiedenen Spezies. Weiterhin werdee BRezeptoren mittels Western-Blot

nachgewiesen.

5. 2. 2. 1. Eigene Ergebnisse

In dieser Arbeit konnte erstmals d&&T2 am Spermatozoenkopf nicht-kapazitierter
Spermatozoen eindeutig nachgewiesen werden (siepdekK4. 1. 2., Abb. 18-20). Mittels
des polyklonalen Primarantikérpers AT2-CHrfna Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
liel3 sich eine deutliche Immunreaktion im Bereidr dkrosomalen Kappe erzielen (Abb.
18). Zur Verdeutlichung der Lagebeziehung zum Nuklewurde die DNA in weiteren
Versuchen mit DAPI(Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschigndcharkiert (Abb. 19). Die
Intaktheit des Akrosoms wurde mittels PSA-FITC (Sigma- Aldrich, Schnelldorf,
Deutschlandl kontrolliert und bestatigtk©hn et al., 1997Abb. 20). Es lasst sich somit die
Lagebeziehung des Rezeptors zum Nukleus und zwsakalen Kappe feststellen. Die
Markierung durch AT2-C18 ist absolut deckungsgleicit der des Akrosoms durch PSA-
FITC (Abb. 20), sodass, ungeachtet der Ergebnisgangegangener Untersuchung, die
Vermutung einer engen, vermutlich auch funktiomelBeziehung zwischen diesen zwei
Strukturen berechtigt ist.

Der qualitative Nachweis des AT2 mittels Immunoblot erfolgte mit demselben

Primarantikorper, wies den AT2 mit eineMolekulargewicht von 43 kDa nach und
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bestatigt somit mit einer weiteren Methode die g des AT2 auf humanen Spermatozoen
(Abb. 22). Die Kapazitation der Spermatozoen fulattekeiner nennenswerten Anderung der

Ergebnisse (Daten nicht gezeigt).

In dieser Arbeit wurde derAT1 erstmals mittels kommerziellem Antikorper im
Immunoblot nachgewiesen Es wurde der poliklonale Antikorper (AT1-306),rdgegen die
Aminosauren 306 bis 396 des carboxyterminalen Ermtéss humanen AT1 gerichtet ist,
erfolgreich in eingesetzt. Dadolekulargewicht der nachgewieseneT1 betrug4l kDa,

im Gegensatz zu den Ergebnissen von Vinson et ata( 60kDa)

Der Nachweis des AT1 gelang mit dem Antikdrper A6 in der Immunzytochemie (Abb.
16) und im Western-Blot (Abb. 21). Die Bande isbdasehr schmal. Urs&chlich ist am
ehesten die Ausbeute an Flagellen in der DGZ,tetuighaus denkbar, dass die Auftrennung
nicht optimal funktioniert und so in der verwendetercoll-Phase die Menge an Flagellen
und dementsprechend Rezeptoren gering ist. Dek@pir gegen die Aminosauren 15-24
des aminoterminalen Endes des humanen AT1 (AT1) Ké&@te hingegen uberhaupt keine
Immunreaktion an humanen Spermatozoen oder BanuhetWestern-Blot (Daten nicht

gezeigt).

Die Positivkontrollen in beiden Fallen (AT1 und AT2 sind nicht zufriedenstellend:

Zum Zeitpunkt der Versuche war eine AT1-Positivkolé nicht erhdltlich, die zusatzlich
mitgefihrte Negativkontrolle bestatigt die Speaifides Primé&rantikdrpers daher nur zum
Teil. Die Positivkontrolle fir den AT2 ist nicht sscharf begrenzt, wie es eigentlich zu
erwarten wéare. Ursache konnte eine Verunreinigusrgkebntrolle oder eine Fragmentation,
Agglutination etc. sein.

Diese Kiritikpunkte andern nichts an der eindeutiggeaktion der Primé&rantikdrper mit
entsprechendem Nachweis der beiden RezeptorurgertypNeiterhin muss man
diesbeziiglich die Immunzytochemie berlcksichtigka,als weiteres qualitatives Verfahren,
die beiden Rezeptoruntertypen zweifelsfrei nachwedtsir den Immunoblot wurden die

gleichen Primé&rantikdrper verwendet.

Mittels Immunzytochemie erfolgte der Nachweis des AT1 im Bereich gestakrosomalen
Region, desMittelstlick und desFlagellums humaner nicht kapazitierter Spermatozoen. Es
wurde kein Wechsel der Rezeptorverteilung nach Kiggteon oder Akrosomreaktion in der

Immunzytochemie beobachtet (Daten nicht gezeigt).
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Der Nachweis der beiden All-Rezeptoruntertypen wurdweiterhin  mittels
Immunelektronenmikroskopie durchgefuhitiller et al., in Vorbereitung, Daten nicht
gezeigl. Hierbei zeigte sich deAT1 in der akrosomalen Region, im Mittelstiick und im
Flagellum humaner Spermatozoen.

Im Gegenzug wurde dekT2 nur im Bereich des Akrosoms gefunden. Diese Ergsbn
korrelieren mit den hier aufgefihrten Ergebnisseer dmmunzytochemie und des

Immunoblots.

Es wurden in sdmtlichen Immunreaktionen Kontroltwep und Leerwerte (ohne 1°-AK)
konsequent als Negativkontrollen mitgefiihrt, um eeinnspezifische Bindung der

Sekundarantikdrper auszuschlielRen..

5.2. 2. 2. Literatur

Der AT1 ist im menschlichen Organismusweit verbreitet, wahrend d&T2 lediglich im
Herz, dem Nebennierenmark, Gefal3endothel, zentr&lervensystem (ZNS) und im
Reproduktionstrakt in nennenswerter Menge vorkoifirabelle 2, S. 28 Im Gegensatz dazu
findet sich der AT2 in sehr hoher Zahl in fetalenrewgbe Chung & Unger, 1998a;
Mukoyama et al., 1993 Diese Diskrepanz filhrte zu der Vermutung, das® Aine
wesentliche Rolle beiwachstum und Differenzierung von Geweben spielt. Unter
physiologischen Bedingungen fuhrt Gberdies dier&kigon von All mit dem AT2 zu einer
Hemmung der Angiogeneseg Casparo M., 1999

AT2 werden weiterhin in gro3er Menge fetalem Rattengewebegefunden Grady et al.,
1991; Tsutsumi et al.,, 1991Wahrend der postnatalen Entwicklungsphase, megjatte
Muskelzellen aus der Aortenwand von Ratt@nady et al., 1991lund noch undifferenziertes
Gewebe der NierenglomerulC{uffo et al., 1993pfast ausschlieldlich eine AT2- Expression.
Diese Ergebnisse legten abermals die Vermutung, #al spiele eine entscheidende Rolle
in der Organentwicklung3rady et al., 1991; Ciuffo et al., 1998m Gegensatz dazu stehen
Ergebnisse von Versuchen idnock-out-Mausen, denen das Gen fir AT2 fehltSie zeigen
eine normale embryonale und fetale EntwickluHgi( et al., 1995; Ichiki et al., 199%b

Angiotensin IlI-Rezeptroren (AT) wurden mehrfachm mannlichen Reproduktionstrakt

nachgewiesen (Siehe Tabelle 21 S. &&naharaet al. (1998)demonstrierten, dass d&T?2

der am meisten exprimierte Rezeptor in Hodengewebe waénd der neonatalen
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Entwicklungsphase ist. Wéahrend der Pubertat wurde hingegen \achsel zu einer
vermehrten AT1- Expressionbeobachtet.

Der AT1 wurde speziell in Leydigzellen nachgewiegigilan & Aguilera, 1988; Vinson et
al., 1995 a, . All fahrt hier Gber AT1 zu eineHemmung der Testosteronproduktion
(Khanum & Dufau, 1988 Diese Ergebnisse konnten auf die UmstellungHistenfunktion
wahrend der Pubertéat hinweisen.

O"Mahony et al.(2005 gelang kirzlich deNachweis der mRNA fir AT1 und AT2 in
humanem Prostata-Gewebeund AT1 im Ratten-Prostatagewebe. Es wurde wéitedre
MRNA fiir Renin, Angiotensinogen, ACE in Ratten- uncdhumaner Prostata nachgewiesen.
In den sekretorischen Epithelzellen der ProstatedeveineKolokalisation von Renin und
AT 1 beschrieben. Die Expression des AT1 war in prepélen Rattenprostatagewebe
groRer als in postpubertaren. Ei@aptopril-Therapie fuhrte zurerhohten Expression des
AT1 in der Rattenprostata.

AT1 liel3 sich weiterhin imKeimepithel, in Keimzellen und in den Flagellae sich
entwickelnder Spermatozoennachweisern(Vinson et al., 1995b)in einer weiteren Studie
lie sich ein intrazellularer Calciumanstieg in Hest Mausspermatozoen durch All
induzieren, dieser Effekt konnte durch Losaftgehemmt werdenNennemuth et al., 1999
Sabeur et al(2000 fanden in equinen Spermatozoen ebenfalls einechdAll ausgeldsten
Ca2+-Influx.

Auf humanen Spermatozoergelang der Nachweis von AT1 postakrosomal, amelidtifick
und am Flagellum\{inson et al., 1995 Das Ausschalten des Angiotensinogen-Gens sowie
dasAusschalten des AT1-Gen#klusive aller Rezeptoruntertypen (AT1la und ATlid)rte

in Tierversuchen zu einegeduzierten Spermatozoeniberlebenszeigx utero {suchida et
al., 1998, Doan et al., 2001AT1- Knock-out-Mauseeigten in einer anderen Studie jedoch

keine Einschrankung der Fertilitat (Ito et al., 1995%.

Neben der Beteiligung von AT2K@hn et al., 1998pb gibt es auch Hinweise auf die
Beteiligung von AT1 an detnduktion der Akrosomreaktion (Gur et al., 1998 Die
Akrosomreaktion wird (iber spannungsabhangigé’-€anale gestartet, physiologische
Aktivatoren dieser Kandle sind Progesteréorésta et al., 1993und der Kontakt mit der
Zona pellucidaKlorman et al., 1992; Arnoult et al., 199@&ber auch intrazellulare Prozesse,
die durch All-Rezeptoren angestol3en werd@iller et al., 1997, Wennemuth et al., 1299

Ein All induzierter Ca #—Influx in humanen Spermatozoen, kaslurch den spezifischen

AT1-Antagonist Losartan® gehemmtwerden kannWennemuth et al., 1999In weiteren
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Studien konnte die Induktion der Akrosomreaktiondeutig durch C&-Antagonisten wie
das Mibefradil (selektiver T-Typ-G&Kanal-Antagonist) verhindert werdersdn et al.,
2000.

Die Blockierbarkeit der All-induzierten Motilitatszunah me durch Losartan® wurde von
Vinson et al. (1999)eschrieben, statistisch jedoch allem Anschein rfatdth ausgewertet
Motilitdtsparameter sind nicht standardnormalvértdie Ergebnisse voXinson et al.{1995
und 1996, wurden jedoch mit einem parametrischen Testewsget. Die Werte sind also
korrekt, anhand dieser statistischen Methode karan nedoch keine Signifikanz der
Unterschiede postulieren. Zudem scheint der Vemaudbau explorativ und nicht
konfirmatorisch gewesen zu sein (Keine 0-Hypothete). Damit ware die Anzahl an
Variablen bei konfirmatorischer Datenanalyse mittiplen Testen gleichzusetzen und somit

unzulassig.

Auch derweibliche Genitaltrakt weist ein lokales RAS auHEueh, 1988; Sealey & Rubattu,
1989; Hagemann et al., 1994; Vinson et al., J9%T1 wurde im weiblichen Genitaltrakt,
im Eileiter und Uterusepithel, nachgewieserVfnson et al., 1995 a, b, 1996; Delbaere et al.,
1996; Saridogan et al., 1996 a).b

In einer Studie vorSabeur et al(2000 wurde der AT1 im Mittelstiick und im Flagellum
equiner Spermatozoenmittels AT1-N10 nachgewiesen. Nach Kapazitaticefs lisich der
Rezeptor auch im vorderen Teil des Spermatozoerkopder Equatorialregion und im
postakrosomalen Bereich sowie im Flagellum nacheveisn nicht kapazitiertetovinen
Spermatozoenkonnte derAT1 lediglich im Flagellum detektiert werden, wohingegen nach
Kapazitation sich zusatzlich deostakrosomale Bereichanfarbte Gur et al., 1998

Die akrosomale Reaktion von equinen Spermatozoechdaduktion mit All konnte durch
Losartarff effektiv gehemmt werden, was unterstreicht, dasis der AT1 im akrosomalen
Bereich und in der Equatorialregion kapazitiertguirer Spermatozoen befindet. Zusatzlich
fand sich einvoriibergehender Calciuminflux in equinen Spermatozoemter Zugabe von
All, welcher durch Losartan® verhindert werden konnte (Sabeuret al,. 2000. Weitere
Studien zeigten eine Abhangigkeit der akrosomaleakion nach Zugabe von All, von der
extrazellularerCalciumkonzentration. In bovinen Spermatozoen konnte die All- induzert
Akrosomreaktion durch Vorinkubation mit Losarfander durch Benutzung calciumfreien
Mediums unterbunden werde@\r et al., 1998

Diese Studien indizieren, dass All seinen Einflag$ die akrosomale Reaktion Uber einen

Calciuminflux, wahrscheinlicks-Protein vermittelt, bewirkt.
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Die Frage nach derBecond-messengewurde durch Arbeiten voirraser et al.,(2004,
2005 und Mededovic et al(2004 n&her untersucht (Vergl. S. 105CAMP ist am Prozess
der Kapazitation beteiligtdeLamirande et al., 1997Die Induktion der cAMP-Produktion
durch All wurde bei kapazitierten und nicht kap&rien Spermatozoen beobachtet
(Mededovic et al., 2004

Fraser et al.(2004, 206) konnten einerpositiven Effekt von All auf die Kapazitation
nachweisen. Die Arbeitsgruppe zeigtiass Pertussis-Toxin die Effekte von Calcitonin und
FPP blockiert Pertussis-Toxin fuhrt dazu, dass inhibitorische BtEine nicht mehr aktiviert
werden konnen, da die Bindung von GTP blockiertdwin der Folge produziert das
stimulierende G-Protein zuviel cANIPDa All wahrscheinlich (iber intrazelluléren ‘Ga
Anstieg seine Effekte vermittelf\ennemuth et al., 1999; Sabeur et al., 20@0nnte eine
Hemmung der mAC’s die All-induzierte Wirkung vertdatn ohne in die eigentliche
Rezeptorbindung durch All an den AT einzugreifErazer et al.(2005 vermuten, dass die
MAC’s eine verfrihte Kapazitation verhindern bzegienzen

Die dargelegten Ergebnisse werden durch die Studiarson et al (2000 gestutzt, wonach
der spezifische T-Typ-G&Kanal-Antagonist Mibefradil die Induktion der Algomreaktion
verhindern konnte (Vergl. S. 106f).

5. 2. 1. 3. Vergleich und Diskussion der Ergebnisse

In dervorliegenden Arbeit konnteerstmalsder AT2 auf humanen Spermatozoenin der
akrosomalen Region, nachgewiesen werdébb( 18-20 und 22, S. §2fDer Nachweis
gelang mittels Immunzytochemie und mittels ImmuonbtbWeiterhin wurde deAT1 auf
humanen Spermatozoennachgewiesen (Abb. 16+17 und Abb. 21). Zuletzt apate
Ergebnisseentsprechen den Resultaten vorvinson et al. (19959 mit einem Nachweis
postakrosomal, im Mittelstiick und im weiteren Vafldes FlagellumsVvinson et al.(1995
verwendeten einen monoklonalen Antikdrper (6313/GBggen eine spezifische
Aminosauresequenz des AT 1 (Aminosduren 8-1BarKer et al.,, 1998 Unter zu
Hilfenahme dieses Antikdrpers, konnte der AT1 inseaiedenen Bereichen des mannlichen
Reproduktionstraktes, inklusive vaskularem und efekischem Epithel, nachgewiesen
werden Yinson et al., 1995a Die Rezeptoren wurden im Flagellum von reifenden
Rattenspermatozoen und humanen Spermatozoen gefunde

Diese Rezeptoren wiesen eine Funktion auf, da 2ugabe von All die Motilitat und die
lineare Geschwindigkeit der Spermatozoen erhdhtade vermochte Losartdn ein

selektiver AT1-Antagonist, den All vermittelten Ekt zu unterbinderMinson et al., 1996
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Hingegen zeigte sickein Effekt von All auf die Motilitdt equiner, nich t-kapazitierter
Spermatozoen(Sabeur et al., 2000

Wahrend equine Spermatozoen den AT1 im vordereh des Spermatozoenkopfes, der
Equatorialregion und im postakrosomalen Bereichjisam Flagellum aufweiserS@beur et
al. 2000 und in nicht kapazitierten bovine SpermatozoaenAdél lediglich im Flagellum und
nach Kapazitation zuséatzlich postakrosomal nactbaeisvar Gur et al., 1998 weisen
humane Spermatozoen den AT2 ausschlie3lich am Speatozoenkopfim Bereich des
Akrosoms undAT1 lediglich postakrosomal, am Mittelstlick und imweiteren Verlauf des
Flagellums auf (Abb. 16-20). Die Induktion der Kapazitatiomd&rte nichts an dieser
Verteilung (Daten nicht gezeigt).

Die berechtigte Frage wawelche AT die All-induzierte Akrosomreaktion vermitteln?
Wahrend die Arbeit voiKohn et al.(1998 Hinweise auf die Beteiligung der AT2 lieferte,
hieltenGur et al.(1998 die AT1 fur die entscheidenden Rezeptoren.

Die vorliegende Arbeit liefert den definitiven Bewefir die Lokalisation desAT2 im
Akrosomalbereich. Zum einen wird die Lokalisatiogr dAT1 und der AT2 eindeutig durch
die Immunzytochemie belegt (Kapitel 4.1, Abb. 16;2@um anderen weisen die
durchgefihrten Blockierungsversuche nach, dass Atagonisten keinen Effekt auf die
Motilitdt besitzen, wahrend AT1-Antagonisten digedoch durchaus beeinflussen kdnnen
(Kapitel 4. 4. 3.).

Prinzipiell haben jedoch beide Arbeitsgruppen Redatdie Verteilung der AT artspezifisch
ist: Gur et al. (1998 fihrten ihre Untersuchungen an bovinen Spermatoziurch Kéhn et
al. (1998 an humanen Spermatozoen.

Die verwendeten Antikdrper waren polyklonale Antikrper gegen Aminosauresegea
des AT2. Hier zeigte sich eine Markierung nur urkersatz des AT2-C18, der sich gegen
eine Aminosauresequenz im carboxyterminalen Ber@gdAT2 richtet. Weiterhin liel3 sich
mit diesem Antikdrper eine Bande im Westernblot 4@&kDa identifizieren, die dem AT2
entspricht. Der AT2 ist wie der AT1 ebenfalls eirel#n-Transmembran-Rezeptor, bindet
jedoch nicht an ein G-Protein sondern Rabsphotyrosinase- hemmende WirkungVinson

et al., 1997. Diese Resultate korrelieren mit friheren Ergebemn, dass der Effekt von All
auf die Akrosomreaktion calciumabhangig aber Geminabhangig (sondern
proteinkinasegekoppelt) isKohn et al., 199P Da der spezifische AT2-Rezeptorantagonist
PD 123319 in fruheren Versuchen die All-induziedeosomreaktion verhindern konnte
(Kohn et al., 1998p lag es nahe, dass der AT2 auf der Oberflacheésgesmatozoenkopfes
lokalisiert sein musste, sodass desherigen Probleme des Nachweiseam ehesten
methodisch begrindetwaren. Die Probleme des Nachweises beruhen vechwdluf der
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Fixierung der Spermatozoen auf dem Objekttragerderd verwendeten Medium: Zunéchst
wurden mehrere anerkannte Methoden versucht, iezalkeinen brauchbaren Ergebnissen
fuhrten (BloRes Trocknen an der Luft, Fixierung nkibrmaldehyd in verschiedenen
Konzentrationen, bei verschiedenen Temperaturea.,uals Medium wahlweise HTF und
PBS fur jede Alternative). Schlie3lich wurde stdiiF nur noch PBS verwendet, da dieses
Medium in den Versuchen kaum bis gar kein Hintengrauschen (unspezifische Markierung
des Sekundarantikérpers) ausléste und Feerung mit absolutem Methanol fir 30
Sekunden, nach Trocknen an der Luftdurchgeflhrt, die zu den dargestellten Ergebnissen
fuhrte.

Der qualitative Nachweis von AT1 und AT2 wurde dudenimmunoblot erganzt, mit dem
Nachweis einer einzelnen Bande im Bereich vonddakDa (AT1) und 43 kDa (AT2)in
humanen Spermatozoen. DeATl1l wird wahrscheinlich erheblich posttranslational
modifiziert. Darauf weisen die extrazellularen Smagen hin, die multiple N-
Glycosilierungen aufweisen. Dies Kkorreliert mit deBeobachtung, dass sein
Molekulargewicht in der Gelelektrophorese abhangigvon der Glykosilierung ist
(Griendling et al., 1996; Gur et al., 1998Gur et al. (1999 identifizierten eine einzelne
Proteinbande im Bereich vatl kDain bovinen Spermatozoen unter Einsatz des AT1-N10.
Im Gegensatz dazu wurde mit demselben Antikorpeqguinen Spermatozoen eié2 kDa
Bande gefundenS@beur et al., 20Q0In einer vorherigen Studie wi&snson et al(1995b)
eine 60 kDa Bande unter Einsatz eines monoklonalen Antik@&pauf humanen
Spermatozoen nach. Ein Vergleichstest beider Ao konnte den Unterschied zu dem
hier dargelegten Ergebnis erklaren. Die beschriebebnterschiede in der gefundenen
Molekularmasse konnten im Ubrigen auf die speziesabige Glykosilierung und andere

posttranslationale Modifikationen zurtckzufiihremse

Erstmalig gelang der Nachweis des AT2 auf (hum&mematozoen. Sie befinden sich im
Bereich des Akrosoms und sind vermutlich an dewuKtidn der akrosomalen Reaktion
beteiligt (vergl. Kéhn et al., 1998). Auch der Adnnte nachgewiesen werden, er befindet
sich postakrosomal, am Mittelstiick und am Flagelloomaner Spermatozoen und ist
vermutlich fiur die Steigerung der Motilitdt durchl Austandig. Welche Rezeptoren die
Kapazitation beeinflussen ist derzeit noch niclisté@ndig geklart

Die Signaltransduktion im Zusammenhang mit der sdmareaktion und der Motilitat
humaner Spermatozoen ist ebenfalls nicht vollstingeklart. Weitere Arbeiten sind
notwendig, um die Molekule zu identifizieren, deem der Aktivierung von AT1 und AT2
durch All, die Spermatozoenfunktion in der beobeteimt Weise beeinflussen.
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5. 2. 2. 4. Bewertung

ATl und AT2 kommen auf humanen Spermatozoen undanderen Bereichen des
mannlichen und weiblichen Reproduktionstrakt vore® Tabelle 21, S. 97). Das
rezeptorangepasste Peptid All ist, wie beschriebewphl im Seminalplasma als auch in der
Follikularflissigkeit nachweisbar. Es hat eine nbase Wirkung auf die Funktion humaner
Spermatozoen, diese Wirkungen kdnnen durch Rezspagonisten in einer Konstellation
verhindert werden, die zu der Rezeptorverteilung sve in dieser Arbeit postuliert wird,
konkordant ist.

Da eine hohe Anzahl verschiedener WachstumsfaktdrerEntwicklung und die Funktion
des Hodens beeinflussen und kontrollieren, ist @&srgcheinlich, dass ein Ausschalten eines
Faktors (All-Rezeptoren) zu keinen nennenswertenkfonseinbusen fuhrtGnessi et al.,
1997. Es handelt sich vermutlich um ein redundanteste3y, dessen Funktion bei einem
Ausfall durch andere Systeme Ubernommen werdenédnDie Studien, die zeigen dass
AT1(Ito et al., 199% und AT2-Knock-Out lein et al., 1995; Ichiki et al., 199%kkeine
wesentliche Einschrankung der Fertilitat und safgarembryonalen Entwicklung aufweisen,
lassen sich nicht auf den Menschen Ubertragen. &wmen fuhrt ACE-Hemmer-Einnahme
wahrend der Schwangerschaft beim Menschen zu Nbssigen auf Grund der
Nierenfunktionsstérung mit konsekutivem Oligohydraom und so genannten
Oligohydramnisyndromen, zum anderen ist die Rezegtteilung zwischen den Spezies, wie
oben ausgefuhrt, unterschiedlich, sodass ein Kndckir die Maus tolerabel, fir den
Menschen jedoch fatal sein konnte (Vergl. Bsp. Dpbda, S. 102)

Demnach weisen die oben diskutierten Ergebnissautidnin, dass All keine unersetzliche
Rolle in der mannlichen Fertilitdt besitzt (Verdluch S. 95ff. Angiotensinogen und ACE-
Knock-Out-Méause). Dennoch bleibt festzuhalten, ddese Ergebnisse lediglich bei der
Maus erhoben wurden und dass es weiterhin unklembtblwelche Rolle All bei der
Hodenentwicklung und —funktion spielt. Tatsachlitbmmt All namlich die Aktivitat der
Adenylylcyclase in Leydigzellen und reduziert diergentration an basalem und hCG-
stimuliertem cAMP, sowie die Testosteronproduktion Leydigzellen adulter Ratten
(Khanum & Dufau, 1988 Die AT-Expression ist altersabhéangig, beide $odn lassen sich
im neonatalen Rattenhoden nachweisen und die Redegite sinkt altersabhéngig in
rezeptoruntertypspezifischer Weise.

Insgesamt komplettieren die hier dargestellten fEnggse das System des lokalen RAS auf

humanen Spermatozoen.
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5. 2. 3. Einfluss von All auf die Motilitat humane Spermatozoen

Uberblick

Viele Substanzen wurden ausfindig gemacht, welclilidd und Funktion humaner
Spermatozoen beeinflussen. Unter den motilitatsfinden Substanzen sind die Kinine
Gegenstand vieler Untersuchungen gewesen (Sat@, Kaheko & Moriwaki, 1981; Miska
& Schill 1990, 1994; Miller et al., 1990; Schill &liska, 1992; Somlev & Helili, 1996).
Andere Substanzen, wie beispielsweise das Methlgirdarivat Pentoxyfillin, ein
Phosphodiesterasehemmer, weisen ebenfalls eindilsigite motilitatssteigernde Wirkung
auf (Hellstrom und Sikka, 1989; Hammitt et al., 99R6hn et al., 1993; Airbarg et al., 1994;
Stanic, 2002). Auch die in der Steroidsynthese twehAromatase, die in humanen
Spermatozoen nachgewiesen werden kann, korreliesttip mit der Motilitat humaner
Spermatozoen (Lambard et al., 2003).

All beeinflusst die Motilitdt und die Geschwindigkeumaner Spermatozoen (Vinson et al.,
1995, 1996, Kapitel 4. 4.)

5. 2. 3. 1. Eigene Ergebnisse

Diese Arbeit weist erstmals eine Motilitatssteigeywon All auf humane Spermatozoen nach
15 Minuten, 60 Minuten sowie nach einem Waschdchath (siehe Tabelle 22). Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass der AT1-spezifischeeftemblocker Losartdh der in der
Bluthochdrucktherapie eingesetzt wird (Préparasstiei Lorzaf), diese Effekte verhindern
kann (Tabelle 23). Saralasin, ein unspezifischer-Bddcker kann die All- induzierte
Motilitatssteigerung ebenfalls verhindern (Tabelé). Bemerkenswert ist eine statistisch
signifikante Zunahme des Anteils immotiler Sperrmatn nach Zugabe von Saralasin
alleine, nach 60 Minuten (5,9%, KI: 2,45%-28,23%bwohl der Substanz ein partieller
Agonismus zugesprochen wird. Dies konnte ein sistiser Effekt sein (Probenumfang,
Explorative Datenanalyse mehrerer Parameter), wiogkt aber auch, dass dies durch
Saralasin selbst pharmakologisch verursacht wurdds, alass es sich um einen toxischen
Effekt handelt. PD123319, ein AT2-spezifischer Reasblocker hingegen, hat, mit einer
Ausnahme, keinen Einfluss auf die All-induzierte tNii@tssteigerung (Tabelle 25): Nach 15
Minuten ist der Anteil motiler Spermatozoen naclgdioe von All und Vorinkubation mit
PD123319 signifikant niedriger (11,6%, Kl. -0,95%,25%), als in der Kontrolle mit All
allein (15,1%, KI: 12,2%-17,2%). Die Ursache flueskn Effekt ist ebenfalls unklar, so
konnte PD123319 unter Umstanden auch AT1 hemman.statistischer Effekt ist auch

maoglich (Probenumfang, Explorative Datenanalysererein Parameter).
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Die Versuche wurden explorativ durchgefiihrt, vom duiterfassten Parametern wurden
lediglich die Parameter ,immotile Spermatozoen” upokal motile Spermatozoen® mit

beriicksichtigt. Die Ubrigen Parameter (Kreislaufdicht Lineare, Lineare, Hyperaktivierte,
VSL, VCL und VAP, siehe S. 53f) konnten leider riahargestelt werden, da dies den
Rahmen dieser Arbeit weit Uberschritten hatte. Biokstandige Auswertung hétte zudem

~Multiplem Testen* entsprochen.

Ein wesentliches Merkmal dieser Untersuchungediesadaquate statistische Auswertung:

In den bisherigen Veréffentlichungen wurde meist $iudent-t-Test, also ein parametrischer
Test verwendet. Die meisten physiologischen Pammmeb auch die Motilitatsparameter
humaner Spermatozoen sind jedoch nicht standardieenteilt, so dass ein parametrischer
Test zu falschen Ergebnissen fiuhrt. In Zusammertanué Herrn Dr. Boedecker und Frau
Scheibelhut von der Arbeitsgruppe ,MedizinischetiStix“ am Institut fur medizinische
Informatik der Justus-Liebig-Universitat Giessemreen die Daten untersucht und adaquat

ausgewertet.
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All 15min 60min W

% Immotile All10" [All10”° [AI10" [AIl107 All 10~

Probanden -5 -3,8 -7 -13,05 -12,33

Kl -1,25-- 0,35--8,2 | -3,4- -1-9,25--21 |16,85--16, 41
8,35 10,15

Signifikanz + - + + +

Patienten -4,15 -4,7 -6,65 -11,3 -18,52

Kl 1,8—-4,4 0,45--9,35| 0,05--13,35| -2,65 - -|-8,59 —-28,44

28,95
Signifikanz - - - - (Streuung)| +
Anmerkung Tendenz zur Abnahme des Anteils immotiler Speroatgz

erkennbar. Signifikanz vermutlich durch hohere Zabklzielbar.

% Lokal Motile

Probanden -1,7 3,15  |-43 -5,8 -1,8
Kl 0,85--3,9 | -1,5--4,75 | -15-6,4 |-3,35--7,85 | 1,4—-4,7
Signifikanz - + | + + -

Anmerkung Tendenz zur Abnahme des Anteils immotiler Speroegz
erkennbar. Signifikanz vermutlich durch hdéhere Zabtzielbar.

Patienten -2,4 -2,15 -4,1 -4,7 -3,95

Kl -0,1-5,65| 1,8 -0,35--6,95 | -2,55--9,4 -1-6,2

Signifikanz - - + - +

Anmerkung Tendenz zur Abnahme des Anteils immotiler Speroatgz
erkennbar. Signifikanz vermutlich durch héhere Zablzielbar

% Motile

Probanden 6,6 7,2 10,35 19,45 14,03

Kl 32-11|4-10,45 7,7 -116,5-22,45 | 10,86 — 16,56

14,25
Signifikant +/- | + + + + +

Anmerkung Der Wert 19,45% ist auch gegenuber den anderenewWsignifikant

Patienten 5,05 6,5 11,75 14,9 22,58

Kl oben 21 -125-1045 |4,05 -1-1,6-31,35 |12 - 34,08
9,3 18,2

Signifikanz +/- | + + + + (Streuung)| +

Tabelle 22: Zusammenfassung der Ergebnisse der litdtsimessungen an humanen
Spermatozoen. Explorative Datenanalyse. Abweichungen Leerwert nach der Formel:
Messwert - Leerwert zIx= Wert in der Tabelle in %. (Probanden, n=22, leatien, n=17);
Hodges-Lehmann-Schéatzer und Konfidenzintervall , (Kiodifizierter Wilcoxon-Test.
Signifikant ist ein Wert, dessen KI den Leerwethhimiteinschliel3t. Zur Signifikanz zwischen
den Gruppen Probanden und Patienten sowie zwisdbareinzelnen Messzeitpunkten siehe
Text
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Losartan® | 15Min 60Min w

All Los All+Los | All Los All+Los All All+Los
A % | -12,05 -0,2 -2,4 -13,85 2,8 4 -19,2 1,15
Immotile
Kl -5,5--16,15 | - -10,4-5,8| 18,5--8,1 | -0,85- | - -24,55-- 74 -

12,9-7,6 6,2 1,45-8,75| 12,75 7,3

Signifikanz | + - - = - - = -
Anmerkung | Nicht signifikant bedeutet hier, dass der Wert Zuserwertnicht signifikant ist, somit wird der Effek

von All durch Zusatz von Losartarmufgehoben.

bkt

A%Lokal -2,65 0,95 2,6 -4,6 -2,9 -3,65 -1,55 -0,8

Motile

Kl -7,3-0,8 - -3,3-11,1( -14,8-5,1 - - -5,65-4,45 | -
4,75-6,1 8,6-3,1| 9,5-10,05 5,55-6,2

Signifikanz | - - - - - - - -

Anmerkung | Da All hier keinen Effekt zeigt, kann ein Einflugen Losartan auf einen durch All induzierten Eff¢

nicht beurteilt werden. Losartan alleine hat keigémfluss auf diesen Parameter

A% Motile | 14,25 0,85 1 16,85 -1,05 -1,75 20,75 2,2

Kl 11,65-16,55| -1,35—- - 14,95-19,3| -3-0,6 | -4,1-0,6 | 15,45-24,75| 3,15-5,6
2,55 2,45-4,95

Signifikanz | + - - i - - i -

Anmerkung | Nicht signifikant bedeutet hier, dass der Wert Zueerwert nicht signifikant ist, somit wird der Effe

von All durch Zusatz von Losart3mufgehoben.

Tabelle 23: Zusammenfassung der Ergebnisse der litdtsimessungen an humanen

Spermatozoen unter Zusatz von Losartan. Explordilagenanalyse. Abweichungen vom

Leerwert nach der Formel: Messwert - Leerwertix= Wert in der Tabelle in %. (n=10);

Hodges-Lehmann-Schéatzer und Konfidenzintervall , (KI)modifizierter Wilcoxon-Test.

Signifikant ist ein Wert, dessen KI den Leerwerhtimiteinschlie3t. Das bedeutet allerdings,

dass ein nicht-signifikanter Unterschied anzeigisgiLosartan den Effekt von All verhindert.

Der Einsatz der Rezeptorblocker gibt konkrete Hiseeauf die beteiligten Rezeptoren.

Demnach wird die belegte Motilitaitszunahme durclh #der AT1 vermittelt. Dieser Effekt

kann durchLosartan®, einen spezifischen AT1-Blocker verhindert werdenit einer

Ausnahme jedoch nicht durch PD123319, einen sgehi#n AT2-Blocker. Hingegen konnte

in friheren Untersuchungen belegt werden, dassfigobe AT2-Blocker die Induktion der

AR durch All verhindern kdénnen (Kéhn et al., 199Bjese Ergebnisse korrelieren zu den

hier dargestellten Ergebnissen der Immunzytochamig des Immunoblots, die den AT1

postakrosomal, am Mittelstlick sowie am Flagellutmbner Spermatozoen nachweisen, den

AT2 jedoch lediglich im Bereich des Akrosoms.
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Saralasin 15 Min 60 Min W

All Sara All+Sara | All Sara All+Sara All All+Sara
A % | -14,15 0,15 -1,05 --13,85 | 5,9 1,95 -18,95 -5,5
Immotile
Kl -19,05—- | - - -18,15—-- | 2,45-28,23 | -0,8-20,83 -22,7—- -

7,8 9,55-9,45| 6,05-7,65( 8,1 12,75 12,95-0,1
Signifikanz | + - - i3 (+) - i3 -

Anmerkung [ -(+): Saralasin fuhrt alleine hinzugegeben zu egignifikanten Immotilitditszunahme, Ursache unklar.
-Nicht signifikant bedeutet hier, dass der Wert Zuemrwert nicht signifikant ist, somit wird der EKt von
All durch Zusatz von Saralasin aufgehoben

A%Lokal -2,8 -1,45 -0,4 -2,45 -2,8 -2,1 -0,75 -0,95
Motile

Kl -7,3-0,8 | -6,3-43 | 10—-4,1 | -7,8-1,5 | -9-0,95 -6,9-1,95 -5,55-4,45 | 5,2-3,2
Signifikanz | - - - - - - - -

Anmerkung [ Weder All noch Saralasin bewirken eine signifikaktedifikation des Anteils lokal motiler Spermatozroe
Da All hier keinen Effekt zeigt, kann ein Einflugsn Saralasin nicht beurteilt werden

4 % Motile | 15,1 1,45 0,4 17,2 -0,75 2,95 18,2 19

Kl unten 12,2-17,2| -2,4-4,9 | - 14,7-18,35 - 0,65-5,7| 14,75-12,35 4-33
5,5-4,95 3,35-2,15

Signifikanz | + - - i - + + +

Anmerkung | Ahnlicher Effekt wie Losartan, nach 60 Minuten kaaralasin den Einfluss von All jedoch night
vollstandig blockieren. Nach einem Waschschrittt gib keinen statistischen Unterschied zwischen [den
beiden Werten.

Tabelle 24: Zusammenfassung der Ergebnisse der litdsmessungen an humanen
Spermatozoen unter Zusatz von Saralasin. Expl@&ailatenanalyse. Abweichungen vom
Leerwert nach der Formel: Messwert - Leerwertix= Wert in der Tabelle in %. (n=10);
Hodges-Lehmann-Schatzer und Konfidenzintervall , (KI)modifizierter Wilcoxon-Test.
Signifikant ist ein Wert, dessen Kl den Leerwethhimiteinschliel3t. Das bedeutet allerdings,

dass ein nicht-signifikanter Unterschied anzeigissiSaralasin den Effekt von All verhindert.

Saralasinist ein unspezifischer AT-Blocker, somit solltezkiglich der Motilitat, der Effekt
mit dem von Losartdhvergleichbar sein. Insgesamt lasst sich diese Wemg bestatigen,
wenn auch aufféllt, dass Saralasin die All-induziévlotilititszunahme nach 60 Minuten und
somit auch nach einem Waschschritt nicht vollstinderhindern kann (Tabelle 23).
Interessanterweise nimmt unter Saralasin der Amnteiotiler Spermatozoen nach 60 Min.
signifikant zu. Neben statistischen und methodisdBeinden, kdnnte ein pharmakologischer
oder toxischer Effekt ursachlich sein. Weitere &ndvaren notwendig, um diesen Effekt zu
untersuchen. Eine solche Studie sollte dann koatwnsch durchgefiihrt werden.

126



PD12331¢ [15Min 60Min W
All PD All+PD  |All PD All+PD All All+PD
1% -12,75 0,55 [-8,85 -13,85 4,3 -7.,2 -18,95 -14,8
Immotile
Kl -16,55—- [-5-5,05}-15,55—- [18,15—- |0,8-7,25|-15,3—-3,3 -22,7—--12,75 -19,1--6,75
5,5 2.9 8,1
Signifikanz [+ - + i - + + +

Anmerkung[PD123319 kann den Effekt von All auf den Anteil imtiter Spermatozoen nicht verhindern.

%Lokal [-2,8 -0,9 -4,05 -2,45 -2,8 -5,7 -0,75 0

Motile

Kl -7,3-0,8 |- -7,1-1,55}-7,8-1,5 |-5,9-0,4 -9,05-1,7 |-5,55-4,45 -5,8—- 5,9
6,6-3,3

Signifikanz |- - - - - - - -

IAnmerkung[Da All hier keinen Effekt zeigt, kann ein Einflugsn PD12331%uf einen durch All induzierten Effe
nicht beurteilt werden. Selbst hat PD123319 keinswArkung auf diesen Parameter.

1 % Motile |15,1 1,4 11,6 17,2 -0,55 14,15 18,2 15,4

Kl 12,2-17,+0,5-3 15,7-18,3{1,95-0,75 11,45-16,15  [14,75-24,05 [12,2-19,1
0,95-15,2

Signifikanz [+ - -1 + C + n i

IAnmerkung[Der mit ! gekennzeichnete Wert belegt eine statibtigesicherte Hemmung der Motilitatssteigerungliy
All, durch PD123319. Dies beruht am ehesten aufreiBtreuungsartefakt. Der Med zeigt, dass A
trotz PD123319 die Moatilitat steigert. Dennoch btadieser Wert bemerkenswert.

Tabelle 25: Zusammenfassung der Ergebnisse der litdmessungen an humanen
Spermatozoen unter Zusatz von PD123319. Explorabagenanalyse, Werte sind die
Abweichungen vom Leerwert nach der Formel: Messwéeerwert =4x= Wert in der

Tabelle in %. (n=10); Hodges-Lehmann-Schéatzer uodfidenzintervall (KI), modifizierter

Wilcoxon-Test. Signifikant ist ein Wert, desselét Leerwert nicht miteinschliel3t.

PD123319 ist ein spezifischer Rezeptorblocker fén dAT2. Mit Berlcksichtigung der
Ergebnisse der Immunzytochemie sollte dieser adguek Einfluss auf die Motilitaitszunahme
durch All haben. Dies wurde in den meisten Fallemcha bestatigt (Tabelle 25).
Interessanterweise wurde die All-induzierte Zunalu®& Anteils motiler Spermatozoen nach
15 Minuten jedoch signifikant gehemmt. Die Ursabiexfir ist ebenfalls unklar. Auch hier
ware eine entsprechende konfirmatorische Unterswgimotwendig, um einen tatsachlichen

Effekt nachzuweisen.

5. 2. 3. 2. Literatur

In den Studien vowinson et al.(1995 und 1996) betrugen die Motilitatssteigerungaoh
Zugabe von All ca. 20%MVinson et al., 1995 In der Kontrolle betrug die Matilitat nach 10

Minuten etwa 47%, nach Zugabe von All etwa 70%. e€imigen Fallen betrug die
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Motilitdtszunahme sogar noch mehr: In einer einzelnProbe zeigte sich eine
Motilitatssteigerung um fast 40% nach funf Minuten Yinson et al., 1995und in einem
anderen Versuch um fast 30% nach 30 Minudimgon et al., 1996 (Die Kontrolle wies
nach 30 Minuten noch etwa 10% Motilitdt auf, nachl-Zugabe noch 40%). Die
Geschwindigkeit stieg von ca. 14um/s auf ca. 28um(also um 100%!) In den gleichen
Publikationen wurde der Einfluss von Losaftarauf die Motilitat humaner Spermatozoen
untersucht. Losart&h hemmte die Wirkung von All, den Anteil motiler §matozoen zu
erhdhen Yinson et al 1995, 1996 In einigen Proben wurde sogar esgtatistisch
signifikanter inhibitorischer Effekt auf den Anteil motiler Spermatozoen von Losartaff
alleine festgestellt (inson et al.,, 1995 Die Beobachtung wurde damit erklart, dass
wahrscheinlich Spermatozoen bereits durch endogédlestimuliert werden und dieser
Effekt durch Losartdh geblockt wird. Dies erscheint unter der Vorstejurdass die
Spermatozoen in der Aufbereitung vom Seminalplasvedgehend getrennt wurden und
endogenes All im Seminalplasma nicht stabil isg€ae, nicht veroffentlichte HPLC-
Untersuchungen) jedoch unwahrscheinlich. Wahrsdébkar ist ein statistischer Effekt:

Die genannte Studie verwendet einen parametristhehbei nicht standardnormalverteilten
Parametern. Weiterhin liegt vermutlich eine expios Datenanalyse vor (Hinweis ist die
Anzahl der getesteten Parameter), somit kann daheoWert auch zufallig generiert sein.
Sollte die Studie konfirmatorisch durchgefuhrt wemdsein (Hinweise darauf wurden in der
Publikation nicht gegeben), so wirde dies ,Multipleesten entsprechen.

In der vorliegenden Arbeit konnte tendenziell dieigpe Effekt nach 60 Minuten Inkubation
beobachtet werden. Der Anteil motiler Spermatozesmk unter den Kontrollwert (-1,75%),
ohne jedoch statistisch signifikant zu sein (S.Bibelle 13, Abb. 35; S. 123, Tabelle 22). In
der Arbeit von Vinson et al. (1995) wurde auchgitestet, welches die Matilitdt um ca. 10%
steigerte. Dieser Effekt konnte durch den ACE-Hemr@aptopril verhindert werden,
statistisch waren die Ergebnisse signifikant (n53€1),05, allerdings wieder Student-t-Test).
Dies stimmt mit anderen Ergebnissen jedoch nicleteih, die belegen, dags<CE-Hemmer
testiculares ACE nicht inhibieren kénnen (Jackson et al., 1987, Johnston et al., 1988,
Sakaguchi et al., 1938

5. 2. 3. 3. Vergleich und Diskussion der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit weist ebenfalls eine Maditgsteigerung nach Zugabe von All um bis
zu 19,45% in der Probandengruppe und 14,9% in deerengruppe nach (Tabelle 10, Abb.
31 und 32, S. 79f). Im Unterschied zu den bisheriBablikationen erfolgte die statistische
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Auswertung mit einem nicht-parametrischen Test.sBieUnterschied ist eminent, da ein
parametrischer Test in diesem Fall unzuléssig ist:

Motilitatsparameter humaner Spermatozoen sind nichtstandardnormalverteilt!

Streng genommen sind zumindest die statistischgelisse der genannten Studien somit
ungiltig (zur Erlauterung siehe bitte Anmerkung@nade des Kapitels).

Die Geschwindigkeitszunahme konnte ebenfalls, astehistisch, bestéatigt werden (Daten
nicht gezeigt). Unter den dargestellten Ergebnisganlediglich die Motilitatszunahme in der
Probandengruppe statistisch nachweisbar, da de8tg in der Patientengruppe sehr grof3
war. EineStreuung der Ergebnisse in der Patientengruppdiel bereits in den ELISA-
Untersuchungen auf (Siehe Kapitel 5. 2.). In beidéiten kann dies damit zusammenhéngen,
dass die Ejakulate der andrologischen Patientennach der Routinediagnostikfir die
Versuche verwendet wurden. Da dies unterschiethioche Zeit in Anspruch nahm, entsprach
die Zeit bis zur Aufbereitung nicht der verwendetZeit in der Probandengruppe
(GréRenbereich der Zeitdifferenz 10 Minuten). Ckésnte mitunter die grof3ere Streuung der
Werte in der Patientengruppe erklaren (Kapitel .4ANBch einem Waschschritt betrug die
Differenz in der Probandengruppe etwa 14,03% zueriert. Es muss angemerkt werden,
dass der Motilitdtsunterschied nach dem Waschscimitht einer Motilitatszunahme
entspricht. Teilweise war die absolute Motilitaedriger als nach 60 Minuten. Lediglich die
Differenz zum Leerwert war in einigen Versuchenligt Der grof3te Unterschied liel3 sich in
der Patientengruppe verzeichnen. Hier betrug difefi@nz zum Leerwert 22,58% nach dem
Waschschritt (Tabelle 10, Abb. 31 und 32, S. 7B§.ist bekannt, dass dWgaschprozedur
einenschadigenden Effekt auf Spermatozoeaufweist (Makler & Jacobi, 1981). Die hier
gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, ddbseinen protektiven Effekt diesbezlglich
haben kbnnte. Entsprechend kdnnten vor allem PdigelUl und IVF in Anspruch nehmen,
von einer All-Zugabe zu den entsprechenden Ejéularofitieren.

Statistisch konnte ein Unterschied zwischen denlMdsparametern humaner Spermatozoen
von Probanden und andrologischen Patienten in aldiegenden Arbeit gezeigt werden, der
jedoch weitgehend durch die hohere Streuung dertéMer der Patientengruppe erklart
werden kann (auf die Darstellung entsprechendegleiehender Graphen wurde daher
verzichtet). Um den Unterschied herauszuarbeitéme wine konfirmatorische Untersuchung
notwendig.

Die Reduktion des Anteils immotiler Spermatozoen dsprach nicht dem Kehrwert der
Motilitatssteigerung, auch wenn diese statistisch ebenfalls nachwewsbha(Tabelle 8, Abb.
27 und 28, S. 75f). Dies geht vermutlich darausvdérerdass ein Teil der stimulierten

Spermatozoen aus dem Anteil der lokal motilen Spé&waoen rekrutiert wurden (Vergl.
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Tabelle 22, S. 122). Der Anteil immotiler Spernzaien wurde durch All nach 15 Minuten
um 12,05% und nach 60 Minuten um 13,85% gesenkiglea22). Nach dem Waschschritt
betrug die Differenz zum Leerwert -12,33% und dietiNtatszunahme durch All in diesen
Versuchen 14,03%, (Tabelle 22).

Der Anteil lokal motiler Spermatozoenwurde durch die zugesetzten Substanzen prozentual
nicht nennenswert verandert (Tabelle 22, S. 128th/ier bestétigte sich zwar die Tendenz
der Abnahme des Anteils an lokal motilen Spermagnzdurch die Zugabe von All nach 60
Minuten, wie unter 4. 4. 1. beschrieben, jedocbugin die Werte derart, dass die Ergebnisse
keinen statistischen Unterschied aufweisen. Aucksdven den einzelnen Werten gibt es
statistisch keine Unterschiede. Dabei kann es [edsein, dass nicht die gleichen
Spermatozoen nach All-Zugabe zu der Fraktion deal lmotilen Spermatozoen gehort:

Die Motilitatszunahme durch All ist nur dadurch méky, dass entsprechende Spermatozoen
aus den Fraktionen der immotilen und lokal motilBpermatozoen rekrutiert werden.
Genauso ist es denkbar, dass ein Teil der immofparmatozoen in den Anteil der lokal
motilen Spermatozoen aufriickt. Somit ist es durotilikhtsmessung an einer heterogenen
Spermatozoenpopulation nicht eruierbar, was isolienit dem Anteil lokal motiler

Spermatozoen geschieht.

Die vorangehend beschriebenen Beobachtungen gelteprechend fiir die Versuche mit den
Rezeptorantagonisten LosaffagAT1), Saralasin (AT1 und AT2) und PD123319 (AT2)
(Kapitel 4. 4. 3.). Diese Versuchsreihe, die zditlgetrennt zu den gerade beschriebenen
Versuchen erfolgte, erforderte einen Vergleichswlert Stimulation der Motilitdt durch All,
der erneut die Motilitdtssteigerung der vorangekendersuche belegte. Der Anteil motiler
Spermatozoen wurde durch Zugabe von All nach 15uMim um 14,25% gegentber der
Negativkontrolle gesteigert (S. 83f: Tabelle 12,bAl84, S. 123, Tabelle 23). Nach 60
Minuten betrug die Differenz 16,85% und nach eindtaschschritt 20,75% gegeniber dem
Leerwert. Diese Unterschiede konnten statistisclegbewerden. Die Ursachen fur die
Unterschiede zu den vorangehenden Untersuchungah seitgehend unklar. Neben
methodischen Unterschieden, sind weitere Faktoren Rvobenumfang, unterschiedliche
Chargen der verwendeten Peptide und unterschiediocbbanden denkbar.

Unter Inkubation mit Losartan ® blieb ein motilitatssteigernder Effekt von All zu allen
Zeitpunkten aus (Tabelle 23, S. 123). Dies entspricht den Ergedamsvon Vinson et al.
(Vinson et al., 1995 und 19PpBosartaff selbst hatte hingegen keinen erkennbaren Effekt au
den Anteil motiler Spermatozoen. Lediglich nach défaschschritt in HTF-1%HSA zeigt
sich eine diskrete Zunahme des Anteils motiler B#nzoen von 2,2%, trotz Zugabe von
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Losartaf, die jedoch statistisch einer zufélligen Streuwergspricht. Der Messwert fiir
Losartarf einerseits und All-Zugabe nach Inkubation mit lr® entspricht in Abbildung
37 in etwa dem Leerwert, die Differenz streut datere um den O0-Wert. Dies deutet an, dass
die Substanz (hier Losarfarl0’M), keine Wirkung auf den aufgefiihrten Parametetr ha
Losartai? verhinderte also die Abnahme des Anteils immot8eermatozoen durch All in
der Probe. Nach 15 Minuten zeigte sich eine Redaokim 2,4%, die statistisch jedoch nicht
signifikant war, nach 60 Minuten ist dieser Effekich deutlicher, es zeigt sich sogar eine
Zunahme des Anteils immotiler Spermatozoen um &hesteht allerdings kein statistischer
Unterschied. Im Gegensatz zu dem Wert nach 15 Mmuwvar nach 60 Minuten der
Unterschied zwischen dem Wert ,All“ und ,All+Los"uah statistisch signifikant. Die
angefugten Waschschritte demonstrierten, dass idiaaé induzierten Effekte, durch die
Entfernung des Agens (All, LosarfarAll etc.) nicht riickgangig gemacht werden konnten.
Im Gegensatz zum hochspezifischen AT1-Antagonistesartaif, blockiert Saralasin
unselektiv All-Rezeptoren, also AT1 und AT2 (Tabell4, Abb. 40). Peterson et al. (1993)
konnten nachweisen, dass Saralasin an isoliertami€wvdie Ovulation hemmen kann. Dies
impliziert eine Bedeutung des RAS flr die Modulatater Ovulation RPeterson et al., 1993
Der Effekt von Saralasin auf den Anteil immotilgpedmatozoen war vergleichbar mit dem
von Losartafi (Tabelle 24, S. 124). Die Senkung des Anteils irileroSpermatozoen durch
All betrug nach 15 Minuten 14,15%, sie wurde duBadralasin aufgehoben. Die statistisch
belegte Zunahme des Anteils immotiler Spermatozoerb,9% nach 60 Minuten kdnnte auf
eine motilitatshemmende Wirkung von Saralasin hiserg weitere Studien waren jedoch
notwendig, um einen tatsachlichen Effekt nachzueve{¥/ergl. S. 124).

Der Anteil lokal motiler Spermatozoen wurde in demhergehenden Untersuchungen durch
All gesenkt (S. 77f. Tabelle 9, Abb. 29 und 30)rebasin hemmte die Wirkung von All (S.
87f. Tabelle 15, Abb. 37). In dieser VersuchsreaibieBeurteilung des Effektes von Saralasin
auf die Senkung des Anteils lokal motiler Spermagéoe durch All zeigte All keinen
statistisch belegbaren Effekt auf die Reduktion Aeteils lokal motiler Spermatozoen. Die
Probandenzahl in beiden Fallen war allerdings niglgich. Der Anteil lokal motiler
Spermatozoen war jedoch unter Saralasinzusatz leinkubation tendenziell geringer als
unter LosartafrZugabe Dies bedeutet, dass All seine Wirkung, den Antelbkal motiler
Spermatozoen zu senken, unter Saralasinzugabe sté@k austiben kann, als unter
Losartan® Zusatz (S. 83: Tabelle 12, Abb. 34). Saralasin hemmte tereidie
motilitatssteigernde Wirkung von All (S. 89: Taleell6, Abb. 38; S. 124, Tabelle 24). Dieser
Effekt war zunachst (nach 15 Minuten) genauso aursge wie unter Zugabe von Losarfan
Nach 60 Minuten zeigt sich jedoch eine signifikadtsmahme der Motilitdt von 2,95%. Nach
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dem Waschschritt in HTF 1%HSA betrug die Motiligiesgerung sogar 19,0%. Saralasin
hemmt den Effekt von All nach einer Stunde songhhimehr. Dies kdnnte darauf hinweisen,
dassSaralasin nicht so effektiv AT1 blockiert, wie Losatan® (Vergl. Tabelle 23 und 24).
PD123319ist ein spezifischer AT2-Antagonist. Effekte auie ddurch All induzierten
Motilitdétsanderungen humaner Spermatozoen konntenden vorliegenden Versuchen
statistisch, mit einer Ausnahme, nicht nachgewiaserden (S. 125f, Tabelle 25). B123319

alleine zeigte keine erkennbaren Effekte auf digilMtitsparameter humaner Spermatozoen.

5. 2. 3. 4. Bewertung

Wie eingangs beschrieben gelten die ParanmMtailitat und Geschwindigkeit als positive
prediktive Parameter fur die Wahrscheinlichkeit einer Schwangerschaft auf
physiologischem und ,kinstlichem* Wege(Mahadevan und Trounson, 1984; Holt et al.,
1985; Hinting et al., 1988; Grunert et al., 1989%mMmyso et al., 1989; Vantman et al., 1989;
Barlow et al., 1991; Tucker et al., 1991; Hinneyakét 1993; Morales et al., 1993; Larsen et
al., 200Q. Geschwindigkeit und Anteil progressiv motilerllga lasst sich mit der Rate
erfolgreicher IUI und IVF korrelieren (Bollendort al., 1996).Grunert et al. (1998) wiesen
eine signifikante Verschlechterung der Fertilisrggsraten in der IVF bei einer
Globalmotilitat unter 30% nach.

Die hier dargestellten Untersuchungen wur@aplorativ durchgeftihrt, daher besteht eine
gewisse Wahrscheinlichkeit, dass statistische Qabeede zuféllig generiert wurden. Eine
konfirmatorische Studie ware notwendig, um dieulmswahrscheinlichkeit zu berechnen und
somit die Wahrscheinlichkeit eines zufalligen Engsbes zu minimieren.

Tatsachlich scheinerdie meisten Studien zu Motilitatsuntersuchungen an humanen
Spermatozoemrxplorativ durchgefiihrt worden zu sein: Es wirlleine 0-Hypotheseoder
H1-Hypothese beschrieben. Weiterhin werden stathrere Parameter mit weiteren
Variablen (Losartan, Patienten/Probanden, versehred Zeitpunkte, verschiedene
Konzentrationen der zugesetzten Substanzen) ingdgchen Studie untersucht, was den
Charakter Multiplen Testens aufweist. Dennoch wgiels eine Irrtumswahrscheinlichkeit p,
meist mit 0,05 als Grenze angegeben. Di&igaifikanzniveau ist jedoch nicht pauschal
gultig und wird normalerweise vor Durchfiihrung einer Studerechnet. Hinweise darauf
ergeben sich in den recherchierten Literaturstgieloch nicht. Weiterhin wird meist eine
Normalverteilung vorausgesetzt, die tatsachlichdssi meisten physiologischen Parametern
nicht besteht (abgeleitet aus Gesprachen mit HerrlBoedecker und Frau Scheibelhut von
der Arbeitsgruppe ,Medizinische Statistik® am Insti fir medizinische Informatik der

Justus-Liebig-Universitat Giessen).
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Die vorliegende Arbeit wurde aus diesem Grund egpio ausgewertet. Eine explorative
Datenanalyse dient dem Finden von Parametern, dggicherweise statistische Unterschiede
aufweisen, somit kann man die Anzahl eingrenzenes®i werden fir gewdhnlich
anschlieBend in konfirmatorischen Untersuchungeplisk analysiert. Auf diese Analyse

musste aus Zeitgriinden leider verzichtet werden.

Dennoch sind die vorliegenden Ergebnisse adaquesgeatertet worden und stellen somit eine
wesentliche Grundlage und eine Voraussetzung flitemeeUntersuchungen dar. In diesen
Untersuchungen sollte eine konfirmatorische Stedigfaltig geplant werden (zum Beispiel
in Zusammenarbeit mit einem statistischen Institut)l anschlie3end durchgefihrt werden.
Dies ware daher bedeutsam, da aus den genanntexeariderzeit (vorbehaltlich eventuell
aktuell veroffentlichter Studien) vermutlidkeine statistisch gultigen Publikationen zum

Einfluss von All auf die Motilitatsparameter humaner Spermatozoenexistieren.

Respektive dieser statistischen Diskrepanzen iiltafle Studien, dass die Zahlen fur sich
sprechen und All die Motilitat humaner Spermatozahdhen kannDie statistische
Auswertung kann bei diesem offensichtlichen Untersged als Formalkriterium

betrachtet werden.

Ungeachtet des Interesses an validen ErgebnissetieisBedarf an Medikamenten und
Substanzen zur Erh6hung der Effektivitat assigtrdReproduktion zu betrachten:

All stellt als physiologisches Peptid, das in pbiagischer Konzentration die beobachteten
Effekte bewirkt eine Substanz mit optimalen Eigéasten zur Untersuchung im humanen
Modell im Rahmen klinischer Studien dar. Der Zusaim All zur Probe stellt weder einen
zusatzlichen, behindernden Zeitaufwand, noch eimegsentlichen Kostenfaktor dar.
Systemische Auswirkungen oder gar unerwinschteehnzttelwirkungen (UAW) sind somit
unwahrscheinlich, da die Substanzen den Spermatozogesetzt werden kdnnten (zum
Beispiel vor einem obligatorischen Waschschritt Rahmen der Aufbereitung fir die
Methoden der assistierten Reproduktion) und zuntipdekt des Kontakts mit der Frau gar
nicht oder kaum noch in der Probe vorhanden waretetUder unwahrscheinlichen
Vorstellung, dass systemische Auswirkungen eintretérden, stinde mit der Gruppe der
AT1-Antagonisten eine wirksame und schnelle Behamgioption fur z.Bsp. hypertensive

Reaktionen etc. zur Verfigung.
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Ein theoretisch bedingt wichtiger Gedanke ist, dhsh den Zusatz von All ein anderes
Spermatozoon die Eizelle befruchtet, als ohne zZugah All. Es wirde somit ein anderes
Individuum, mit anderem Phéanotyp entstehen. In Aualclt der Tatsache, dass die Methoden
der assistierten Reproduktion aber genau diesesesowun, ist dieser philosophische
Gedanke vernachlassigbar.

Ungeachtet dessen hat die Medizin eine Verantwgrtdie der Untersuchung am Menschen,
oft die Untersuchung im Tierversuch voranstellt. ofematisch ist hierbei die
unterschiedliche Rezeptordistribution verschiedeBpezies. Das Versuchstier musste auf
diese und auf die Effekte, die durch All vermitailsind, untersucht werden. Am ginstigsten
ware ein Versuch an Primaten, sofern die genarviteaussetzungen gegeben sind. Hierbei
sollte der Ablauf der Methoden der assistiertenrBayktion am Menschen genau simuliert

werden.

Sollte sich eine Steigerung der Schwangerschadtsrat den Methoden der assistierten
Reproduktion durch Zugabe von All bestatigen, stlimihe kostenginstige, vermutlich
praktisch nebenwirkungsfreie Therapieoptimierung x{erfigung, die mehr ungewollt
kinderlosen Paaren helfen kénnte und zusatzlich Eansparung von Ressourcen flhren

wirde.

5. 3. Schlussfolgerung und abschliel3ende Bewertung

All lasst sich in einer Konzentration von ca. 1ngim Seminalplasma nachweisen (Tabelle
5, Abb. 23 und 24). Diese Ergebnisse sind nichtkkotant zu den Ergebnissen in der
Literatur O"Mahony et al., 2000, Zheng et al., 2D0B der Arbeit vonO"Mahony et al.
(2000) wurde die Konzentration auf 51.6 + 9.3 pgh@$timmt. Die Griinde flir den enormen
Unterschied konnen in der unterschiedlichen Meth@lé in den zitierten Publikationen,
ELISA in der vorliegenden Arbeit), vor allem aben ider unterschiedlich langen
Probenaufbereitung liegen, da All im Seminalplassghr schnell durch unspezifische
Peptidasen abgebaut wird (Kapitel 1. 4. 1 und agenicht dargestellte HPLC-
Untersuchungen). Die Konzentration von 1ng/ml emtbp zudem auch der Michaelis-
Konstante des AT1, ware also physiologisch auf Bezeptor abgestimmt. Entgegen der
Vermutung der zitierten Autoren, lasst sich durad dntersuchung vasektomierter, vorher
fertiler Manner, der Hoden als Hauptproduktionsi@s All im Seminalplasma, ausschliel3en.
In der vorliegenden Arbeit konnte die Wirkung vorl Aauf die Motilitat durch die

Stimulations- und Blockierungsversuche mittels CA8#apitel 4.4), wie sie bereits von
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Vinson et al. beschrieben wurden, bestatigt werlénson et al., 1995 und 19p6Die
Motilitat lieR sich unter Einsatz von All in einonzentration von 18M und 19,45% nach
60 Minuten in der Gruppe gesunder Probanden skamifi steigern. In der Gruppe der
andrologischen Patienten betrug die Motilitatsgeigg nach 60 Minuten 14,9%, der
Unterschied war jedoch auf Grund der gréf3eren Strgunicht signifikant (Tabelle 10, Abb.
31 und 32). Anders als in den zitierten Arbeitenrdeu hier jedoch die Tatsache
beriicksichtigt, dass es sich bei MotilitAtsparammetam nicht standardnormalverteilte
Parameter handelt. Durch den immuncytochemischesthWweis von AT1 im Bereich von
Mittelstiick und Flagellum (Kapitel 4.1) sowie migaVestern-Blot (Kapitel 4.2, Kapitel 5.
3.) konnte ebenso AT1 nachgewiesen werden. Diest &g Grund der Verhinderung der
Motilitatssteigerung durch All unter Einsatz vonsantarf, die Aussage zu, dass AT1 firr die
Vermittlung der Motilitatssteigerung durch All zéstig ist ¥inson et al. 199%apitel 5. 3,
Abb. 47, siehe auch weiter unten in diesem Kapitehtsprechend den Ergebnissen von
Vinson et al. (1995), konnte der beobachtete Effekt All auf die Motilitat humaner
Spermatozoen durch Losarfawollstandig gehemmt werden (Tabelle 13, Abb. 39%r
Vergleich der drei Rezeptorantagonisten Los&it&aralasin und PD123319 untereinander in
Bezug auf die Motilitatssteigerung durch All zeigéss Losartdhund Saralasin, nicht jedoch
PD123319 den motilitatssteigernden Effekt von Ailreeben konnten (Kapitel 4.4, Abb. 46).
Diese Daten weisen auf die Bedeutung des AT1 beMaelulation der Bewegung humaner
Spermatozoen hin. Wahrenddessen scheint der A€2ewliErgebnissen zufolge, nicht mit
der Steuerung der Motilitat humaner SpermatozoerBaéziehung zu stehen. Dies ist
konkordant zu den in dieser Arbeit aufgefihrtenelbrgssen des Nachweises von AT1 und
des erstmaligen Nachweises von AT2 auf humanemg&eroen (Kapitel 4.1 und 4.2). Der
AT1 konnte im Bereich des Mittelstiicks, dem Speana¢nbereich, indem die Energie fur
die Bewegung des Flagellums bereitgestellt wircel§8i 1. 2.) und des Flagellums selbst
nachgewiesen werden. Der AT2 hingegen liel3 sictBareich des Kopfes, einem Bereich,
indem andere Funktionen, wie die Akrosomenreakiinbalisiert sind Maller et al., 199§,

nachweisen.

Die widersprichlichen Resultate der erwéhnten $tuth dieser Arbeit lassen vermuten, dass
es sich beim lokalen RAS um aiedundantes Systemhandelt, dessen Ausfall kompensiert
werden kann.

Schliel3lich kann es sich, wie im Blutkreislauf, em modulierendes System handeln, dessen
Austfall nicht sofort zum Stillstand der Spermatazdiéhrt (genauso wenig wie die Einnahme
von ACE-Hemmern oder AT1-Blockern zu fehlendem &tuck fhrt). Irrelevante und nicht
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verwendete Strukturen werden evolutionsbiologis@udieiert oder zeigen sich nur noch als
Rudimente oder Atavismen. Der Analogieschluss dsis das lokale RAS eine relevante
Funktion auf humanen Spermatozoen haben muss, samde es mit der Zeit aus diesem
Bereich verschwinden. Weiterhin ist zu bedenkessdzginige der diskutierten Studien mit
kontroversen Ergebnissen, an Tieren und eben racist,ethischen Griinden, am Menschen
durchgefuhrt werden mussten. Die Distribution deA&SRist jedoch, wie beschrieben,
speziesabhéngig. Beim Pferd finden sich AT1-Rezeptom Kopfbereich $abeur et al.,
2000)der Spermatozoen, beim Menschen sind hier ATAt@iber AT1 nachweisbar.
Zusatzlich missen die vielen unbekannten Faktoeeiicksichtigt werden: Es mag durchaus
unbekannte Substrate, Rezeptoren und intrazellM&ehanismen geben, die sogar innerhalb
einer Art respektive in verschiedenen Rassen, rhege Enzymdefekte kompensieren. So
wird beispielsweise von verschiedenen Autoren véemuwass im Genitaltrakt nicht die
klassische Peptidkaskade (Abb. 5, S. 22) abladdftyobl die gleichen Bestandteile dort
vorherrschenReterson et al., 1993, Vinson et al., 1995, Leengl., 2003. Daher ist es
moglich, dass die urspriinglichen Effekte in vitexh induziert werden kénnen, die Kaskade
in vivo aber anders verlaufeiq Beispiel konnte All im Seminalplasma sein, dass sofort
abgebaut wird. Dessen Funktion konnte im Ursprurgmo liegen, die Préasenz im
Seminalplasma kdnnte als ,Abfallprodukt” interprexti werden, dass durch die Enzyme des
Seminalplasmas schnell ,entsorgt® wixdErst recht konnten diese Faktoren divergierende

Resultate zwischen verschiedenen Arten erklaren.

Anmerkung: Kritisch muss an den Studien von Viesah. (1995, 1996) festgehalten werden,
dass der Student-t-Test zur statistischen Auswgrider Ergebnisse eingesetzt wurde.
Motilitatsparameter humaner Spermatozoen sind nstabhdardnormalverteilt, der adaquate
statistische Test ist somit ein nicht-parametriscliest, z. B. ein Vorzeichenrangtest. In
diesem Fall ist es der in der vorliegenden Arbeaigesetzte modifizierte Wilcoxon-Test, mit
dem Hodges-Lehmann-Schéatzer als adaquaten Schat&uerstatistischer Unterschied ist
bei fehlender Uberlappung der Konfidenzintervatbehanden.

Das Signifikanzniveau ,p“ ist die Irrtumswahrschieamkeit fur eine falschlicherweise
abgelehnte 0-Hypothese (mit einer Wahrscheinli¢hkam kleiner 5% (p<0,05) ist also ein
beobachteter Effekt, doch zufallig entstanden). Dieisten Studien bezuglich der
Motilitatsparameter sind offensichtlich jedoch ealtiv (und unter Verwendung
parametrischer Tests) durchgefuhrt worden (Sato8019Kaneko & Moriwaki, 1981;
Hellstrom und Sikka, 1989; Hammitt et al., 1989;skéi & Schill 1990; Schill & Miska,
1992, Miiller et al., 1990, 1992; Kohn et al., 199%barg et al., 1994; Somlev & Helili,
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1996; Vinson et al., 1996; Stanic, 2002), andetsfaliirde es sich bei der Menge der oft
dabei untersuchten Parameter um multiples Testerddéla. Das Angeben eines p-Wertes
oder die Bezeichnung als ,signifikant sind in eg@tiven Studien nicht zulassig. Weiterhin
gilt das Signifikanzniveau p<0,05 nicht pauschaldern muss vor der Studie, genauso wie
der Probenumfang n, berechnet werden.

Unterschiede konnen in diesem Fall aufgrund dedipheth Testens mit einer, proportional
der Menge der getesteten Parametern, hohen Wahndichéeit zufallig generiert worden
sein.

In den Ergebnissen bei Vinson et al. (1995, 199&) wies beispielsweise daran deutlich,
dass die Standardabweichung gelegentlich auch neg#Yerte annimmt (angegeben in der
Publikation ist der Standardfehler (SEM= Standande of the Mean), Umrechnung auf die
Standardabweichung zeigt den negativen Wert audy micht mdglich ist. (Ausfuhrliche
Beratungsgesprache mit Herrn Dr. Boedecker vom Eledches Institut fir Informatik,
Justus-Liebig-Universitat Giel3en)

Letztlich muss festgehalten werden, dass die Eigebrbei Mausen, pro und kontra einer
Relevanz des RAS flr den Reproduktionsvorgang, mtrduf3erster Vorsicht auf den
Menschen Ubertragen werden durfen und nur sehrhoéskt daraus Bedeutung fur die

Prozesse im humanen Organismus abgeleitet werdereko
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6. Zusammenfassung

6. 1. Deutsch

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) ist ein ubiquiién menschlichen Organismus
vorhandenes Regulationssystem. Neben dem systemis®AS, das vor allem an der
Blutdruckregulation beteiligt ist, existiert einvgebestandiges RAS, dessen Funktion fur die
meisten Gewebe noch nicht vollstandig geklart ist.

Das RAS setzt sich, wie in Abbildung 43, S. 131eajgz zusammen aus den Enzymen
Prorenin, Renin und Angiotensin-Converting-EnzymA€IE). Substrat der Kininase ACE ist
Angiotensin | (Al), das durch Renin aus Angiotengien entsteht. ACE wandelt Al in das
hochaktive Oktapeptid Angiotensin II (All) um.

Die einzelnen Bestandteile dieser Peptidkaskade &m mannlichen und weiblichen
Reproduktionstrakt nachweisbar. All vermittelt seinWirkung Uber spezifische
Oberflachenrezeptoren, die als All-Rezeptor TypATl) und Typ 2 (AT2) bezeichnet
werden. Beide wurden unter anderem im Rattenneloemhdeschrieben. ACE fuhrt zur
Bildung von All aus Al. Neben ACE kdnnen weiterezgme wie Chymase, Cathepsin G und
Carboxypeptidase A im Seminalplasma identifizieeraen, die vermutlich fir den raschen
Al-Abbau im Seminalplasma (eigene, nicht dargestelnd noch unverdffentlichte HPLC-
Ergebnisse) mitverantwortlich sind. Die Inaktivieguvon All erfolgt durch proteolytische
Enzyme, die als Angiotensinasen bezeichnet werden.lasst sich auch eine lokale
Produktion von All in Hoden, Nebenhoden und Leyditggn nachweisen. Das Testes-RAS
wird wahrscheinlich durch Sexualhormone und Goragate reguliert. Die genauen

Mechanismen der Regulation auf molekularer Ebeme jsidoch weitgehend ungeklart.

Diese Arbeit liefert den Nachweis der All-Rezeptoren Typ 1 und 2auf menschlichen
Spermatozoen mittels Immunzytochemie und Immunobkg wird weiterhin All im
Seminalplasmanachgewiesen und durch Untersuchungen an vasektemiMannern die
bislang noch nicht geklarte Produktionsstatte dasSeminalplasma nachweisbaren All
eingegrenzt. SchlieBlich wird deEinfluss von All auf die Motilitit humaner
Spermatozoenuntersucht und die Wirkung von All-Rezeptorantagam auf diese Effekte
getestet. Es wird zudem Uberprift, ob der Effekthn&ntfernung des zugesetzten All

persistiert. Dabei wird erstmals auf eine korredtgistische Auswertung geachtet.

All liel3 sich im Seminalplasma erstmals mittels quaintem ELISA in einer Konzentration

von 1 ng/ml nachweisen und liegt damit um den FHal0 Uber den in der Literatur
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beschriebenen Werten, welche noch mittels RIA testi wurden. Der Grund dafur ist
vermutlich, dass All im Seminalplasma sehr schaktiebaut wird (eigene unveroffentlichte
HPLC-Untersuchungen) was im Versuchsablauf diesedién nicht beriicksichtigt wurde.

Vasektomierte Manner weisen die gleiche All-Konzatbn im Seminalplasma auf. Dies
deutet darauf hin, dass das im Ejakulat vorhanddnmcht dem All entspricht, das im

Hoden nachweisbar ist.

Mittels Immunzytochemie liel3en sich d&f1 und derAT2 auf menschlichen Spermatozoen
nachweisen. AT1 ist postakrosomal, im Bereich désgdlums und im Mittelstlick
lokalisiert. AT2 konnte erstmals in der akrosomdRagion nachgewiesen werden. Es gelang
auch erstmalig der Nachweis beider Rezeptoren Imittenunoblot. Diese Ergebnisse liefern
das morphologische Korrelat der beobachteten Effekin All auf humane Spermatozoen
(Induktion der AR Uber den AT2 und Steigerung detiMéat Gber den AT1).

All beeinflusst dieMotilitat humaner Spermatozoen. Dies konnten frihere Urdieusigen
nachweisen. Die statistische Auswertung fur diegeht standardnormalverteilten Parameter
erfolgte jedoch parametrisch. Weiterhin wurden HEitekte stets nur Gber kurze Zeitrdume
hinweg untersucht.

In dieser Arbeit wird erstmals auf eine korrektatistische Auswertung geachtet und der
Effekt von All nach 15 und 60 Minuten sowie naclmezn Waschschritt beobachtet. Der
grol3te Effekt auf die Motilitat humaner Spermatorzaairde nach Inkubation mit All in einer
Konzentration von 1® M tiber 60 min erreicht (Abb. 31 und 32). Der Prisatz motiler
Spermatozoen stieg unter All um 19,5 %, wahrend Alateil immotiler Spermatozoen
reduziert wurde (Abb. 27 und 28). Weiterhin wuraka Geschwindigkeitsparameter VSL,
VCL, VAP positiv beeinflusst (Daten nicht gezeigfwischen den zwei gebildeten Gruppen
andrologische Patienten und gesunde Probandere zadit prinzipiell die gleiche Tendenz
nach Zugabe von All, ndmlich eine Zunahme der MatilDie Motilitatszunahme durch All
konnte durch das Bluthochdruckmedikament Los&rtaminen spezifischen AT1-
Antagonisten, und Saralasin, einen unspezifisch&AAtagonisten, inhibiert werden (Abb.
35 und 42). Hingegen konnte der spezifische AT2agahist PD123319 in vorangehenden
Untersuchungen zwar die akrosomale Reaktion duttlkiekhindern, nicht aber die durch All
induzierte Motilitdtszunahme (Abb. 41). Al erhélveafalls, wenn auch in geringerem Mal3e,

die Motilitdt humaner Spermatozoen (Daten nichieggx.
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Aliskiren ACE, Chymase, Cathepsin G,

Tonin, t-Pa, Elastase
Reni —I—>
v

AT2
Angiotensin] —» Angiotensin H PD 123319 AR

Losartan/Saralasini
Angiotensinase

Motilitat u.a.

Abb. 43: Die Kininkaskade und die Angiotensinogekide stehen dber die
Dipeptidylcarboxypeptidase ACE (=Kininase Il) mitander in Verbindung. Wahrend ACE
in der Kininkaskade fur die Inaktivierung der Homao zustandig ist, fuhrt es in der
Angiotensinogenkaskade zur Bildung des aktiven dosnAll aus Al. Angiotensinogen, ein
az-Globulin, wird durch das Glycoprotein Renin in dagkapeptid Al Uberfihrt. ACE spaltet
ein Dipeptid vom carboxyterminalen Ende des Alvabdurch All, das aktive Hormon der
Angiotensinogen-Kaskade, entsteht. All vermithes Wirkung Uber die All-Rezeptoren Typ
1und Typ 2 (AT1 und AT2). Es handelt sich um Remepder ,7-Transmembran-Rezeptor-
Familie”. Diese befinden sich somit in der Zellmearh die Second-messenger-Systeme sind
dabei nicht immer gleich und flir Spermatozoen nuctistandig determiniert. Wie in dieser
Arbeit dargestellt, ist der AT1 postakrosomal, anitéstick und am Flagellum humaner
Spermatozoen lokalisiert (Abb. 16 und 17). Der Airjegen findet sich ausschliel3lich im
Bereich des Akrosoms (Abb. 18-20). Uber den ATS&t|a®h die akrosomale Reaktion
induzieren. Dieser Effekt kann durch den spezi@éscAT2-Rezeptorantagonisten PD123319
aufgehoben werden. Als Second-messenger-Systeet Siwh fur diesen Rezeptor am
Spermatozoenkopf eine Proteinkinase, die einen iWaiaflux herbeifihrt. Neue
Medikamente wie Aliskiren hemmen Renin direkt.

Das RAS lasst sich im menschlichen Reproduktiokstnachweisen. Der medikamentdse
Einfluss des RAS ist wesentlicher Bestandteil mtgrscher Bluthochdrucktherapie, die sich
zunehmend auch auf junge Menschen, im reprodukéibigen Alter erstreckt. Die dabei
beeinflussten Rezeptoren und Peptide lassen sithmaaoschlichen Spermatozoen (AT1,
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AT2, ACE) und im Seminalplasma (All) nachweisene Biuswirkungen dieser Therapie auf
die Funktion humaner Reproduktionsorgane sind wh#gd unklar, wenn auch gezeigt
werden konnte, dass eine ACE-Hemmer-Therapie beaiereiSchwangeren in der
Embryonalperiode zu Fehlbildungen fuhrt.

Diese Arbeit belegt durch den Nachweis der All-R¢aeen auf menschlichen Spermatozoen,
von All im Seminalplasma und den Effekten von Alif tumane Spermatozoen sowie den
Einfluss von Rezeptorantagonisten auf diese Effeltdss weitere Studien notwendig sind,

um eventuelle Interaktionen einer internistischéerépie mit der Reproduktion aufzudecken.

Weiterhin ergeben sich therapeutische MdoglichkeitBre Befruchtung der Eizelle, die
Erfolgsrate der IUI und der IVF korrelieren positmit der Geschwindigkeit und Motilitat
humaner Spermatozoen. Beide Faktoren kdnnen dutafpesteigert werden. Ein Zusatz von
All vor allem in der IUI und vermutlich auch in dévF konnte die Erfolgsrate beider
Therapieverfahren erhéhen und somit mehr Menscledierhund Kosten senken. All ist
dabei ein kdrpereigenes Hormon und vermittelt dischriebenen Effekte in physiologischer

Dosierung. Unerwtinschte Arzneimittelwirkungen siiaher hdchst unwahrscheinlich.

6. 2. Englisch

The renin-angiotensin-system (RAS) is a widespregdlatory hormon system in the human
organism. Besides the systemic RAS which mainlylegs blood pressure, there is also
evidence for a local RAS with of hitherto mostlykaown function.

The RAS is formed by the enzymes prorenin, renid angiotensin converting enzyme
(ACE) and by the substrates angiotensinogen, Altaedmost active octapeptide AFig.
43).

The different components of this cascade are ptasethe male and female reproductive
system. This includes the receptors for All thatdeample were demonstrated to be present
in rat testes. All exerts its effects on variogsties by interacting with two main types of cell
surface receptors classified as type 1 (AT1) apeé & (AT2). Both subtypes were proved to
be present in rat epididymis. In previous experiteehll, in contrast to Al, was shown to
induce the acrosome reaction in human spermatozoa.

The testis RAS appears to be regulated by both hegmones and gonadotropins. All
generation has been directly demonstrated in tineahuestis and was located in the Leydig
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cells and epididymis. Comparatively little is unstend about the molecular mechanisms that
regulate the events in normal and pathologicaltions of the gonads.

Besides ACE and chymase, cathepsin G and carbotgpse A could be detected in human
semen, possibly playing a role in Al degradatiog.tBem and other unspecific proteolytic
enzymes Al degradation occurs rapidly in human se(oe/n HPLC experiments, data not
shown). All is inactivated by proteolytic enzymedled angiotensinases.

The purpose of the present study was to investijateeffects of All on human sperm
motility, unlike former studies using an appropeiatatistic method, the influence of different
All-receptor blockers on All-stimulated sperm mibyil localization and characterization of
the two angiotensin-receptor subtypes (AT1, AT2haman spermatozoa and measurement
of the All-concentration in human seminal plasma. By invasiig All in seminal plasma of
vasectomized patients, evidence for All producbatiside the testis was found.

This study proves the presence of AT1 and AT2 on mian spermatozoa using different
methods such as immuncytochemistry (Fig. 16 to 2@nd immunoblotting (Fig 21 and
22). All is shown to be present in human seminal pkagikig 23 and 24).

Furthermore, the influence of All on human sperntiliyp was investigated even after a
washing step to prove that All effects remain a&#kminating the substance. At least the
effects of receptor blockers on the stimulatoreet$ of All were investigated. For the first

time a statistically appropriate method was usesl/duate the results.

For the first timeAll was shown to be a component in human seminal pldgmELISA.
With 1ng/ml the concentration of All was found te BO times higher than levels cited in the
literature. The reasons remain unclear but are il because of the different ways of
processing the samples, as All is quickly degradddiman seminal plasma, a factor that had
obviously not been considered in these studies.

Vasectomized patients show the same amount of dAh@mal men, which proves that the

testis cannot be the location of the productioAlbfound in seminal plasma.

The strongest stimulatory effect on motility wasmmstrated after incubation with “1ov

All for 60 min (Fig. 31 and 32). The percentagenodtile spermatozoa was significantly
increased A19,5%), whereas the percentage of immotile spempatevas reduced (Fig. 31
and 32). There was also a significant positiveuiefice on the velocity parameters and the
linearity (data not shown). A significant differenaas observed in the tendencies shown by
All on sperm motility between patients and healyoung men (data not shown). All-
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stimulated motility was markedly inhibited by theTZXAreceptor-selective antagonist
Losartaff and the nonspecific receptor blocker saralasig.(Bb and 38). In contrast, the
AT2-selective antagonist PD123319 showed no efféat). 41). Immunocytochemistry
showedAT1-receptor immunoreactivity in the flagellum and midpiece rafn-capacitated
spermatozoa (Fig. 16, 17). THelr2-receptor was localized only in the acrosomal region
(Fig. 18-20). Furthermore AT1 and AT2 can be lodaten human spermatozoa by
immunoblotting (Fig. 21 and 22). All concentration human seminal plasma is about 1
ng/ml. There is a detectable variation of seminllcdncentration in patients. Fig. 47 sums
up the results of this work showing the RAS as #iecéve system in inducing acrosome
reaction and modification of sperm motility. ACEntects to different cascades. On the one
hand the kininogen cascade in which it deactivattse kinins, and on the other hand the
angiotensin cascade in which it activates All sasing two amino-acids from Al. All exerts
its effects on human spermatozoa by activatingdifferent types of All-receptors (AT), the
All receptor type 1 (AT1) and type 2 (AT2). The AT2 found on the head of human
spermatozoa. It is known that acrosome reactiondigced by All and that this effect can be
blocked by the specific AT2-antagonist PD123319 bhot by ATl-antagonists. Thus, the
AT2 was found by using immunocytochemistry and imohlotting on the head of human
spermatozoa, whereas the AT1 was found in the edgpand on the tail, giving proof of the
results that All can stimulate motility and speeta not shown) of human spermatozoa,
whereas the specific AT1-antagonist Losattand the non-specific AT-antagonist Saralasin
can inhibit these effects. All could be usefullytie treatment of infertile couples. It could be
added to the spermssamples used for IVF, for exarplraise the percentage of motile
sperm, which correlates with the success of thesthads. Besides the benefits for the
couples this could lower the costs of in vitro ifexdtion by reducing the attempts to achieve
pregnancy.

RAS is found in the male reproductive system. Tharmacological intervention with this
system is used in the treatment of high blood piressNot only elder people are treated. An
increasing number of younger patients with higholdipressure have to take ACE inhibitors
or ATl-antagonists. The involved receptors and eres/ are localized in the male
reproductive systems, and little is known aboutdfiects, that such a treatment has on male
and female reproduction. Nevertheless, the tredtwfgoregnant women with ACE inhibitors
caused embryopathia, wich demonstrates the seffestsethat such a treatment can have on
human reproduction. Therefore, further studiesnaeessary to investigate the effects of these

drugs on male and female reproduction.
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Aliskiren ACE, Chymase, Cathepsin G,

Tonin, t-Pa, Elastase
Reni —I—>
v

AT2
Angiotensin] —» Angiotensin H PD 123319 AR

Losartan/Saralasini
Angiotensinase

Motilitat u.a.

Abb. 43: The kinin cascade and the angiotensinaggstade are connected through the
dipeptidylcarboxypeptidase ACE (=kininase Il). VW CE is responsible for inactivation of
the hormones in the kinin cascade, it activates ildllthe angiotensinogen cascade.
Angiotensinogen is am-globulin which is transformed into the dekapeptiéle by the
glycoprotein renin. ACE cleaves a dipeptide from ¢arboxyterminal end of Al, which leads
to the most active hormone All. All exerts its@ffehrough specialized All-receptores Type
1 and Type 2 (AT1 and AT2). They are members qf7ttransmembral-receptore-family*.
Thus they are located on the cell surface; the sggnessenger-systems are not always
identical and still undetermined in spermatozoa.shewn in this study, the AT1 is found in
the postacrosomal region, midpiece and flagellunmwhan spermatozoa (Fig. 16 and 17).
The AT2 however, is only found in the acrosomaioregAbb. 18-20). Via AT2, acrosomal
reaction can be induced. This effect can be blodkethe specific AT2-rezeptor antagonist
PD123319. There is evidence for a protein kinasesesond messenger, which leads to a

ca" -influx. New drugs like Aliskiren are able to ibhiRenin directly.

In addition, there is a therapeutic indication the use of All in the methods of assisted
reproduction like IUlI and IVF. The motility of humaspermatozoa is correlated with the
fertilization rate in the methods of assisted repistion. All could be applied without the fear
of side effects, when used at the physiologicalceatration showing the highest effects.
Thus, more infertile couples could be helped ardctists for the treatment could be lowered.
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11. Abkiirzungsverzeichnis

Al

All
AR
ATl
AT2
ATP
cAMP
E
ECL
FSH
hCG
HEPES
hFF
HSA
HTF
ICSI
UI
IVF
LHD
LIN

Y
PBS
r
RA(A)S
RT
SEM
Tris
VAP
VCL
VS
VSL
WHO
ZP
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Angiotensin |

Angiotensin I

Akrosonreaktion

Angiotensin Il-Rezeptofyp 1

Angiotensin Il-Rezeptofyp 2

Adenositriphosphat
cyclischesAdenosin-3,5’'monghosphat

Extinktion

EnhancedChemiL uminescence

FollikelstimulierendedHormon
humanesChoriongonadotropin
2-(4-(2Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
humaneFollikularflissigkeit

humanserumalbumin, menschliches Serumalbumin
humantubalfluid, Medium nach Quinn et al. (1985),
intra-cytoplasmaticsperminjection, Mikroinjektion

I ntrauterinel nsemination

In Vitro Fertilisation

L ateralheaddisplacement, seitliche Kopfauslenkung
Lin earitat

Irrtumswabhrscheinlichkeit

PhosphaBufferedSaline

Korrelationskoeffizient

Renin-Angiotensin (Aldeosteron)-System
Rauntemperatur

standarderror of themean, Standardabweichung
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
averagepathvelocity, Pfadgeschwindigkeit
curvedinearvelocity, Spurgeschwindigkeit

versus

straightdinearvelocity, Progressivgeschwindigkeit

World HealthOrganization

Zonapellucida



Geboren
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