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1. Einleitung

1.1 Einfithrung

Nach den Kriterien der European Society of Human Reproduktion and Embryology (ESHRE)
und der Weltgesundheitsorganisation (WHO) besteht Infertilitit, wenn eine Schwangerschaft
trotz ungeschiitzten Geschlechtsverkehrs nach 1-2 Jahren nicht eingetreten ist (ESHRE 1998,
WHO 1993).

In Deutschland leben laut Statistischem Jahresbuch von 1998 ca. 37,8 Millionen Paare. Man
schitzt, daB ungefahr 10-15% dieser Paare ungewollt kinderlos sind.

In seiner Studie beschreibt Bruckert (1991) eine Zahl von 585.000 ungewollt kinderlosen
Paaren in Deutschland, wobei er von ca. 6,8 Millionen Paaren im fertilen Alter ausgeht. Dies
wiirde einer Sterilitdtsrate von ca. 9% entsprechen.

Die WHO geht von 50-80 Millionen Menschen weltweit mit eingeschriankter Fertilitit aus.
Jahrlich schétzt man die Zahl neuer, infertiler Paare auf ca. 2 Millionen weltweit (WHO

1993).

Kinderlosigkeit hat viele Ursachen, die sowohl beim Mann als auch bei der Frau oder bei
beiden Partnern liegen konnen. In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben
beziiglich der statistischen Verteilung. So werden andrologische Sterilititsfaktoren in 25-
40%, gyndkologisch bedingte Infertilitit in 40-50% und Sterilititsfaktoren bei beiden
Partnern gleichzeitig in ca. 20% der Fille beschrieben (Bruckert 1991, Freundl und Tiggers
1995, American Society for Reproduktive Medicine 1998).

Die Infertilitdit des Mannes duflert sich liberwiegend in einer reduzierten Ejakulatqualitit,
welche mittels der Standardparameter gemdl WHO (Tab.1) gemessen werden kann (Haidl

und Schill 1992, WHO Handbuch 1999).

Starke intraindividuelle Schwankungen bei Ejakulatparametern von fertilen Méinnern sind
aber bekannt (Cooper et al. 1991). Die WHO empfiehlt daher mindestens zwei

Spermiogramme im Abstand von 1-3 Wochen als Kontrolle.



Tab.1: Normwerte der Standardparameter fiir Spermiogramme (WHO 1999)

>2,0 ml >7,2
>20x10%/ml >40x10°/ Ejakulat
Keine einheitliche
>50% Kategorie a/b Angabe von
>25% Kategorie a Grenzwerten
>75%




Zusitzlich gelten Messungen von Spermatozoenfunktionen als wichtige Parameter fiir die
Fertilitdt (Liu und Baker 1992).

Sie umfassen unter anderem akrosomale Reaktion, Bindung an die Zona pellucida, Fusion mit
der Oozyte und Chromatinkondensation.

Als akrosomale Reaktion bezeichnet man eine strukturelle Verdnderung im Bereich des
Spermatozoenkopfes, bei der es durch Fusionierung und Fenestrierung zum Verlust der
duBeren akrosomalen Membran und der Plasmamembran und damit zur Freisetzung des

akrosomalen Inhaltes kommt.

Vor allem der Prozentsatz der Induktion der akrosomalen Reaktion spielt bei der Bewertung
des akrosomalen Status eine essenticlle Rolle, da die Induzierbarkeit der akrosomalen
Reaktion mit der Fertilitdt des Mannes assoziiert ist (Topfer-Petersen et al. 1985, Calvo et al.
1989, Fénichel et al. 1991, Cummins et al. 1991).

Nur vollstidndig akrosomal reagierte Spermatozoen binden an die Plasmamembran der Eizelle,
da nur diese Spermatozoen in der Lage sind, die Zona pellucida zu durchdringen
(Yanagimachi 1981, Talbot und Chacon 1982, Byrd und Wolf 1986, Aitken 1990).

Ohne ein morphologisch und funktionell intaktes Akrosom ist also eine Fusion des

Spermatozoons mit der Eizelle nicht mdglich (Schill et al. 1988).

Diese Ausflihrung zeigen, dall Kenntnisse iiber die Ursachen akrosomaler Schiaden und den
Prozentsatz der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion eine wichtige Voraussetzung bei
der Infertilitdtsdiagnostik von Paaren mit unerfiilltem Kinderwunsch sind (Schill et al. 1988,
Liu und Baker 1990a).

Dazu sind zuverldssige, reproduzierbare und einfach durchzufiihrende Tests notwendig, um

diese Vorgédnge quantitativ und qualitativ zu messen.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

* Vergleich zweier Nachweismethoden der akrosomalen Reaktion.
Dabei wurden Markierungen mit zwei fluoreszierenden Lektinen (FITC-PSA und FITC-
ConA) gewihlt, weil diese Methoden leicht durchfiihrbar und fiir die Routinediagnostik

einsetzbar sind.



Die akrosomale Reaktion menschlicher Spermatozoen wurde durch zwei verschiedene, bereits
ausreichend bekannte Stoffe (Ionophor A23187 und dbcAMP) induziert und mit dem Anteil

spontan akrosomal reagierter Spermatozoen verglichen.

* Differenzierung des akrosomalen Status in ,teilweise oder ,,vollstindig akrosomal
reagierte Spermatozoen und Untersuchung des quantitativen Unterschiedes der mit den oben

genannten Methoden erzielten Ergebnisse.

+ Uberpriifung der klinischen Relevanz dieser differenzierten Auswertung durch Korrelation

mit den Fertilisationsraten im [VF-Programm.

» Untersuchungen zur intraindividuellen Variabilitdt der akrosomalen Reaktion bei fertilen

Spendern.

1.3 Grundlagen

1.3.1 Das Akrosom

Menschliche Spermatozoen sind hochspezialisierte Zellen. Sie weisen eine grofle Anzahl an
Féhigkeiten auf, wie z.B. Beweglichkeit, Erkennung anderer Zellen, Sekretion und
Verianderungen bzw. Fusionen der Plasmamembran mit dem Ziel der Fertilisation weiblicher

Eizellen (Aitken 1990).

Die wichtigsten Regionen reifer Spermatozoen teilen sich in Kopf, Mittelstiick und Schwanz
auf. Dabei besteht der Spermatozoenkopf aus Nucleus, Akrosom und postakrosomaler
Region. Im Mittelstiick befinden sich Mitochondrien, die der Energieversorgung dienen. Der

Schwanz teilt sich in Haupt- und Endstiick und dient der Fortbewegung.

Das Akrosom ist ein abflachender membrangebundener Vesikel, der sich in der anterioren

Region des Spermatozoenkopfes befindet (Virtanen et al. 1984, Zamboni 1987).



Es kann mit einem sekretorischen Vesikel verglichen werden, in dem digestive Enzyme
gespeichert sind. Diese gelangen durch einen der Exozytose dhnlichen Proze nach auBen,
wenn die Zelle das notige Signal erhélt (Yanagimachi 1981, Sidhu und Guraya 1989).

Das Akrosom wird zum Zellinneren von der inneren akrosomalen Membran begrenzt, die sich
tiber der Kernmembran befindet. Die externe Begrenzung bildet die &uflere akrosomale
Membran; dazwischen liegt der akrosomale Inhalt.

Innere und duBlere akrosomale Membran verbinden sich zum dquatorialen Segment (Virtanen
et al. 1984).

Alle Teile des Spermatozoons werden von auflen durch die Plasmamembran begrenzt, wobei
ein schmaler Zytosolstreifen zwischen duflerer akrosomaler Membran und Plasmamembran

liegt (Zaneveld et al. 1991).

Der akrosomale Inhalt besteht aus verschiedenen Enzymen. Dazu gehdren Hyaluronidasen,
Neuraminasen, saure Phosphatasen, Esterasen und vor allem Akrosin, eine Serinproteinase,
die eine essentielle Rolle widhrend der Penetration der Spermatozoen in die Eizelle spielt
(Sidhu und Guraya 1989).

Akrosin liegt in seiner inaktiven Form als Proakrosin vor und wird durch biochemische
Verdnderungen wihrend der Kapazitation bzw. akrosomalen Reaktion aktiviert (Aitken 1990,

Zaneveld et al. 1991).

1.3.2 Verinderung des Spermatozoons im weiblichen Genitaltrakt

1.3.2.1 Kapazitation

Als Kapazitation werden biochemische und biophysische Verdnderungen der Spermatozoen
bezeichnet, welche die akrosomale Reaktion ermdglichen (Yanagimachi 1981, Bedford 1983,
Chang 1984, Sidhu und Guraya 1989, De Jonge et al. 1989). Sie finden wéhrend des
Spermatozoentransportes im weiblichen Genitaltrakt statt, und werden erst beim Erreichen

der Eizelle beendet (Liu und Baker 1990a, Zaneveld et al. 1991).



Wichtige Verdnderungen wihrend der Kapazitation sind (nach Bedford 1983, Sidhu und
Guraya 1989):

1. Modifikationen der Spermatozoenoberfliche und Plasmamembran
2. Erhohter Calciumeinstrom
3. Verdnderungen der Spermatozoenmotilitit ("hyperaktive Spermatozoen" nach
Yanagimachi (1981))
Diese Vorginge sind reversibel (Zaneveld et al. 1991).

Da die Kapazitation in vivo erst im weiblichen Genitaltrakt ausgeldst wird, miissen im
Seminalplasma "Dekapazitations"- oder "Akrosom stabilisierende"-Faktoren enthalten sein
(Thomas et al. 1986, Sidhu und Guraya 1989).

Der erste Schritt der Kapazitation besteht also in einer Inaktivierung, Zerstérung oder

chemischen Verdnderung dieser inhibitorischen Faktoren.

Die einzelnen Membran- und biochemischen Vorginge wihrend der Kapazitation sind bis
jetzt noch nicht vollsténdig erforscht.

Einige wichtige Verdnderungen wéhrend der Kapazitation sind:

1. Intrazelluldre Erhéhung von Hydrogenperoxid (H,0,).

2. Calciumeinstrom in das Spermatozoon.

3. Zunahme des intrazelluldaren cAMP (White und Aitken 1989, Fraser und Monks
1990).

4. Aktivitatserhohung von Phospholipase A, mit vermehrter Abspaltung oxidierter
Fettsduren, vor allem Lysophospholipide von Phospholipiden in der
Spermatozoenmembran (Aitken et al.1995, 1996).

5. Phophorylierung von Tyrosin und anderen Proteinen (Aitken 1997).

6. Erhohte Membranfluiditdt durch Cholesterinverlust (Cross 1996, 1998).

7. Verlust von Carbohydraten, vor allem Sialinséuren, an der Oberflichenmembran

mit Verdanderung der Oberflachenladungen.

Durch diese intrazelluldren Vorginge wird das Zytoskelett der Spermatozoen modifiziert. Es
kommt zu Verdanderungen der Aktinfilamentstrukturen in der Plasmamembran und &ulleren

akrosomalen Membran.



Diese funktionellen Verdnderungen bewirken instabile und vermehrt permeable Stellen
entlang der Plasmamembran, so da3 dort Fusionen der &uBeren akrosomalen Membran mit
der Plasmamembran, und damit die akrosomale Reaktion, initiiert werden konnen (Zaneveld

etal. 1991).

Ein weiteres Phdnomen ist ein verdndertes Motilititsmuster (Hyperaktivitit) der
Spermatozoen wéhrend bzw. nach Kapazitation (Yanagimachi 1981).

Dabei geht man davon aus, dal es durch die erhohte Membranpermeabilitit der
Spermatozoen wihrend der Kapazitation zu einer Erhdhung des intrazelluldren Stoffwechsels
und damit zu einer Zunahme der fiir die Bewegung benétigten Energie kommt (Sidhu und

Guraya 1989).

1.3.2.2 Akrosomale Reaktion

Als akrosomale Reaktion bezeichnet man ein der Exozytose verwandtes Ereignis, das durch
eine strukturelle Anderung der Membranen im Kopfbereich des Spermatozoons ausgeldst
wird (Cross und Meizel 1989, De Jonge et al. 1989).

Durch die so freigesetzten lytischen Enzyme kann das Spermatozoon die Zona pellucida
penetrieren und mit der Eizelle fusionieren (Yanagimachi 1981, Cross und Meizel 1989).
Hauptmerkmal der akrosomalen Reaktion ist die Fusion und Fenestrierung der
Plasmamembran mit der duBeren akrosomalen Membran, so daB3 der akrosomale Inhalt

freigesetzt wird. SchlieBlich ist so die innere akrosomale Membran exponiert.

Als Ausloser der akrosomalen Reaktion unter in-vivo-Bedingungen werden verschiedene
Stoffe diskutiert. Dazu gehdren Progesteron, Prostaglandine, Glycosaminoglykane,
Phospholipide und Zona pellucida Glycoprotein 3 (Cross et al. 1988, De Jonge et al. 1988,
Thomas und Meizel 1989, Zaneveld et al. 1991, Aitken 1997).

Die Spermatozoenverinderungen wéhrend der akrosomalen Reaktion lassen sich
elektronenmikroskopisch gut darstellen (Nagae et al. 1986, Stock und Fraser 1987).
Akrosomintakte Spermatozoen haben eine intakte Plasmamembranen, duBlere akrosomale

Membranen und eine elektronendichte akrosomale Matrix.



Folgende morphologische Vorginge kennzeichnen die akrosomale Reaktion:

1. Zu Beginn der akrosomalen Reaktion schwillt der akrosomale Inhalt an, die
Elektronendichte nimmt ab.

2. Vesikel entstehen durch Einstiilpungen der dufleren akrosomalen Membran.

3. Im weiteren Verlauf vermindert sich die Vesikelanzahl trotz intakter Membranen. Die
Plasmamembran bldht sich auf. Es kommt zur Fusion von Plasmamembran und
duBerer akrosomaler Membran, die am anterioren Ende des dquatorialen Segmentes
beginnt. Nun heben sich die beiden Membranen vom Spermatozoon ab und ihr grofB3ter
Teil geht verloren.

4. Die innere akrosomale Membran liegt jetzt frei. Eventuell finden sich noch einige, an
die innere Membran gebundene Vesikel und Reste der &duBleren akrosomalen

Membran.

Bei einem komplett akrosomal reagierten Spermatozoon fehlen die Plasma- und &uf3ere
akrosomale Membran mitsamt akrosomalem Inhalt komplett. Die innere akrosomale

Membran bildet die duBBere Begrenzung des Spermatozoons.

Auch Yudin et al. (1988) beschreiben die elektronenmikroskopischen Abldufe sehr dhnlich.
Nach ihren Aussagen kommt es nach Anschwellung des Akrosoms zur Fusion der
Plasmamembran mit der duBleren akrosomalen Membran. Diese beginnt in der anterioren
Kopfregion und schreitet bis zum &dquatorialen Segment fort. Die fusionierten Membranen

werden fenestriert und 10sen sich auf.

Die Vorginge auf molekularer Ebene wihrend der akrosomalen Reaktion sind noch nicht
vollstindig geklart.

Es lassen sich aber 2 wichtige Prozesse erkennen:

1. Erhohung der Fluiditdt und damit Instabilitdt der Plasma- und dufBleren akrosomalen
Membranen (Aitken 1997). Hierbei spielen unter anderem eine intrazelluldre
Calciumerhohung und eine Thyrosinphosphorylierung als Ausloser eine wichtige
Rolle.

Die durch sie aktivierte Phospholipase C hydrolisiert PIP, (1-Phosphatidyl-D-myo-
inosit-4,5-bisphosphat), wodurch ,,Aktin trennende Proteine* frei werden (De Jonge et

al. 1989, 1991a, 1991b, Zaneveld et al.1991, Niles and Cohen 1991). Diese binden an

8



membrangebundenes F-Aktin und depolymerisieren dieses (Spungin et al.1995,
Spungin und Breitbart 1996). Der dadurch ausgeldste Stabilitdtsverlust der
akrosomalen Membran fiihrt zu Fusion und Fenestrierung der Membranen.

2. Aktivierung von Akrosin aus seinen Vorstufen Proakrosin. Hierbei spielen sowohl ein
intrazelluldrer pH-Anstieg als auch die Aktivierung von Calmodulin durch
Calciumeinfluf} eine wichtige Rolle (Frenette et al. 1989, Zaneveld et al.1991).

Das aktivierte Akrosin ermdoglicht es dem Spermatozoon, durch seine proteolytischen

Eigenschaften die Zona pellucida zu penetrieren (Meizel 1984, Thomas et al. 1986).

1.3.3 Penetration und Fusion der Spermatozoen mit der Eizelle

Als Befruchtung wird ein Vorgang bezeichnet, der mit der Bindung des Spermatozoons an die
Oozyte beginnt und mit der Verschmelzung des Ei- und Spermatozoenkerns endet (Moore
1990).

Essentielle Phasen dieser Fertilisation sind die Penetration des Spermatozoons durch die

Hiillen der Eizelle und schlieBlich die Fusion des Spermatozoennukleus mit der Eizelle.

Zu den die Eizelle umgebenden Schichten gehdren (von auflen nach innen) Corona radiata,
Zona pellucida und Oolemma (Vitelline Membran, Plasmamembran).
Die Zona pellucida ist eine hochdifferenzierte, azelluldre Struktur, die vor allem aus

Glykoproteinen, besonders Carbohydraten besteht (Henderson et al. 1988).

Zur Penetration dieser Schichten muB3 das Spermatozoon verschiedene Eigenschaften

besitzen:

1. eine progressive Motilitdt und

2. eine vollstdndige akrosomale Reaktion mit Freisetzung des akrosomalen Inhaltes.

Nach Passage der Corona radiata bindet das Spermatozoon mit seiner Plasmamembran an
Rezeptoren des Zona pellucida Glykoproteins (ZP3) (Sathananthan et al. 1982, Florman und
Wassarman 1985, Aitken 1990, Barros et al. 1996).

Hierdurch wird die akrosomale Reaktion initiiert.



Eine essentielle Rolle wéhrend der nun folgenden Penetration der Zona pellucida spielt
Akrosin.

Diese Trypsin dhnliche Protease kommt an zwei Stellen im Spermatozoon vor:

1. Akrosin ist an der Oberfliche des Spermatozoenkopfes lokalisiert (Zaneveld et al.
1991). Man geht davon aus, dafl dieses Akrosin durch seine fruktosebindenden
Komponenten eine hohe Affinitdt zur Zona pellucida besitzt und deshalb zur
Bindung des Spermatozoen an das ZP3 notwendig ist (Topfer-Petersen und
Henschen 1988, Williams und Jones 1991, Aitken und Brindle 1993, Moreno et al.
1998).

2. Inaktiviertes Akrosin befindet sich im Akrosom und wird durch die akrosomale
Reaktion aktiviert und freigesetzt (Tesarik et al. 1988a, siehe auch 1.3.2.2).

Das intraakrosomale Akrosin bewirkt durch seine proteolytischen Eigenschaften
eine lokale Auflosung der Zona pellucida (Thomas et al. 1986, Moreno et al.

1998).

Nachdem das Spermatozoon die Eischichten penetriert hat, bindet es an die Oolemma. Die
Zellmembranen verschmelzen miteinander und das Spermatozoon dringt in das Zytoplasma
der Oozyte ein. Dabei ist nur ein akrosomal reagiertes Spermatozoon in der Lage, an die
Oolemma zu binden und zu fusionieren (Yanagimachi 1981, 1988, Aitken 1990).

Das nach der akrosomalen Reaktion freiliegende &quatoriale Segment erhdlt durch
Verdanderungen seiner Membranstruktur eine erhdhte Permeabilitdit und kann so mit der
Oolemma leichter fusionieren (Aitken 1990). Auch hier spielt vermutlich das freigesetzte
Akrosin eine entscheidende Rolle, da es die Bindung zwischen Spermatozoon und Oolemma

ermoglichen soll (Aitken 1990).
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten- und Spenderauswahl

Die Ejakulatproben stammten von Patienten des Zentrums fiir Dermatologie und Andrologie
der Justus-Liebig-Universitit Gieen. Insgesamt wurden 96 Patienten untersucht, wobei nur
Ejakulate mit einer Spermatozoenkonzentration von mindestens 5x10°/ml fiir die Experimente
verwendet wurden.

35 Ejakulate stammten von gesunden, fertilen Spendern, wobei insgesamt 6 Spender iiber
einen Zeitraum von 10-12 Monaten beobachtet wurden. Bei ihnen muflite eine
Normozoospermie nach WHO-Kriterien vorliegen (WHO 1993).

Desweiteren wurde ein kleiner Teil der Ejakulate von Patienten des IVF-Programmes

rekrutiert (31 Patienten).

2.2 Gewinnung und Aufbereitung der Ejakulate

Die Ejakulatproben wurden durch Masturbation in sterile Plastikgefifle gewonnen und nach

Verfliissigung analysiert.

2.2.1 Bestimmung der Spermatozoenkonzentration

Zur Bestimmung der Spermatozoenkonzentration wurden die Proben mit 10%iger
Natriumchloridlosung vermischt und ein Tropfen der Losung auf einer Neubauer-
Haemozytometer-Kammer mikroskopisch ausgezédhlt (40er Objektiv). Nach Multiplikation
des Ergebnisses mit dem Konversionsfaktor (Korrekturfaktor fiir Haemozytometrie) wurde

die Spermatozoenkonzentration in Millionen/ml angegeben (WHO 1993).
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2.2.2 Bestimmung der Motilitit

Die Motilitdit wurde durch Auszdhlung von 100 Spermatozoen aus dem Nativejakulat bei

40facher VergroBerung mit dem Mikroskop bestimmt (WHO 1993).

2.2.3 Glaswollfiltration

Zur Selektion motiler Spermatozoen wurde eine Glaswollfiltration durchgefiihrt.

Dabei wurde die mit Glaswolle gefiillte Trennséule ( SpermFertil, Fa. Mello Ltd., Exeter, UK)
zundchst mit 3 ml HTF Medium (Zusammensetzung siche 2.3.1) gespiilt, um tiiberschiissige
Glaswolle auszuwaschen. Das Filtrat wurde verworfen. Im ndchsten Schritt wurden 1,5 ml des
zu untersuchenden Ejakulates durch die Glaswolle filtriert und anschlieBend das
Sdulenvolumen mit HTF Medium nachgespiilt.

Durch diese Methode erhohte sich die Anzahl motiler Spermatozoen in der Suspension auf

durchschnittlich 50-70% (Rhemrev et al. 1989).

Das so aufbereitete Ejakulat wurde mit einem gleichen Volumen HTF Medium vermischt und
zweimal bei 300 x g 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 2 ml HTF Medium resuspendiert. Danach

wurden Motilitdt und Spermatozoenkonzentration erneut bestimmt.

2.3 Medien

2.3.1 Human tubal fluid medium (HTF Medium)

101,6 mM NaCl; 2,04 mM CaCl,x2 H,0; 0,37 mM KH,POy4. 25 mM Na HCOs, 0,33 mM Na-
Pyruvat; 100 U/ml Penicillin; 4,69 mM KCI; 0,20 mM MgSO4x7 H,0; 0,001% Phenolrot;
2,78 mM wasserfreie Glucose; 21,4 mM Na-Lactat (60% Sirup); 0,05 g/l Streptomycinsulfat
wurden in ein Reagenzglas gegeben und mit Aqua dest. auf einen Liter aufgefiillt (Quinn et

al. 1985).
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Die Osmolaritit des Gemisches wurde auf 280 mOsmol/l eingestellt (Abweichungen von +/-
10 mOsmol/l wurden dabei toleriert). Die Losung wurde steril filtriert und bei 6°C gelagert.
Vor Durchfiihrung der Experimente wurde die Losung im Wéarmeschrank auf ca. 37°C
erwarmt.

Zu 1 ml HTF Medium wurden 10 mg humanes Albumin (Human Albumin, ORHA 20/21,
Behring) zugesetzt (Aitken et al. 1984).

2.3.2 Herstellung des PBS-Puffers

Zur Herstellung des PBS-Puffers wurden 9,0 g/l NaCl, 1,62 g/l Na,HPO4 *H,O und 0,37 g/l
KH,PO4 vermischt und auf 1 Liter mit Aqua dest. aufgefiillt. Der pH-Wert betrug 7,4.

2.3.3 Herstellung des Antioxidationsmittels

50 ml PBS-Puffer (siehe 2.3.2) wurden mit 50 ml Glycerin und 25 mg 1,4-Diazabicyclooktan

vermischt und die Losung im Kiihlschrank gelagert.

Alle genannten Bestandteile der hergestellten Medien (2.3.1-2.3.3) wurden von der Firma
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen, BRD) bestellt und entsprachen den

Qualitatsanspriichen fiir Zellkulturen.

2.4 Kapazitation und Auslosung der akrosomalen Reaktion

Fiir die Experimente wurde in der Spermatozoensuspension eine Spermatozoenkonzentration
von 5x10°/ml eingestellt. Danach wurde die Probe zu gleichen Teilen auf 4 Reagenzgliser
verteilt.

Nach 3 Stunden Kapazitation bei 37°C wurde die akrosomale Reaktion mit Hilfe von Calcium
Ionophor A23187 bzw. dbcAMP ausgelost (De Jonge et al. 1989, Byrd et al. 1989, Kohn et al.
1997). Hierzu wurden die Proben eine Stunde mit Ionophor A23187 bzw. dbcAMP inkubiert.
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Ein gleicher Teil der Ejakulatproben wurde mit DMSO bzw. ohne Substanz inkubiert, um so
die Anzahl spontan akrosomal reagierter Spermatozoen zu ermitteln.

Zum Versuchsprotokoll sieche flow chart (Abb.1).

2.4.1 Calcium Ionophor A23187

Zur Herstellung des gebrauchsfertigen Calcium Ionophor wurden 10 mg Calcium Ionophor
A23187 (Boehringer Mannheim Cal NO. 414603) in 2 ml Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst
und zu je 10 pl in Eppendorf-Hiitchen pipettiert. Diese wurden bei —20°C gelagert.

Vor Gebrauch wurden zu 10 pl dieser Losung 90 pul HTF Medium zugefiigt und 5,5 pl der
entstandenen Losung zu 500 ul Spermatozoensuspension zugesetzt.

Die Endkonzentration des lonophor A23187 betrug 10 uM (Endkonzentration des DMSO:
0,1%).

2.4.2 Dimethylsulfoxid (DMSO)

Zur Herstellung des gebrauchsfertigen DMSO wurden 10 ul DMSO (Firma Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD) zu 90 ul HTF Medium gegeben. 5,5 pl der entstandenen
Losung wurden zu 500 ul Spermatozoensuspension zugesetzt.

Die Endkonzentration der Losung betrug 0,1%.

2.4.3 Dibutyryl Adenosin 3',5'-zyklisches Monophosphat (dbcAMP)

Zur Herstellung des gebrauchsfertigen dbcAMP wurden 25 mg dbcAMP (Firma Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD) in 5 ml PBS-Puffer (siche 2.3.2) gelost. Je 100
ul Losung wurden in ein Eppendorf-Hiitchen pipettiert und bei —20°C gelagert.

Die Endkonzentration von dbcAMP in der Spermatozoensuspension betrug 1mM.
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Ejakulatprobe

Glaswollfiltration
2x Zentrifugation (300 x g/10 min)
Resuspension in HTFM+1%HSA

Spermatozoenkonzentration eingestellt auf 5x10%/ml
Aliquotierung in 4 gleiche Proben zu je 500 pl

/ / \ \\3h Kapazitation bei 37°C

+5,5 pl Ionophor +5,5ul DMSO  +10 pl dbcAMP  Kontrolle
A23187

1h Inkubation bei 37°C

Supravitalfarbung, Zugabe von je 10 pl Hochst 33258

10 min Inkubation
2x Zentrifugation (300 x g/10 min)
Resuspension in 500 ul HTFM

Aliquotierung in je 250 pl

Ausstreichung von je 150 pl +je 250 pl 10%iges neutral
Probe auf Objekttrager gepuffertes Formalin
15 min Inkubation 2 h Inkubation,
(100% Methanol) Zentrifugation
(1000 x g/5 min)
Ausstreichung von je 150 pl
Probe auf Objekttrager
+ 150 ul FITC-PSA + 150 pl FITC-ConA

30 min Inkubation 30 min Inkubation

( feuchte Kammer) ( feuchte Kammer)
Auszihlung von je 200 Spermatozoen Auszédhlung von je 200 Spermatozoen
pro Objekttrager pro Objekttrager
(siche 2.6.1.) (siche 2.6.2.)
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2.5 Markierung der Spermatozoen

Alle Proben wurden mit Hoechst 33258 (siehe 2.5.1) markiert, um zwischen lebenden und

toten Spermatozoen differenzieren zu konnen.

2.5.1 Supravitalfarbung

Spermatozoen zeigen einen degenerativ bedingten Verlust des Akrosoms, wenn sie
abgestorben sind (Cross et al. 1986, Cross und Meizel 1989, Mendoza et al. 1992).

Um eine physiologische akrosomale Reaktion lebender Spermatozoen von degenerativen
akrosomalen Verlusten abgestorbener Spermatozoen zu unterscheiden, wurde eine

Supravitalfirbung mit Hochst 33258 durchgefiihrt.

Zur Markierung wurde zu allen Proben Hochst 33258 in einer Konzentration von 50 pg/ml
(Polysciences, Warrington, PA, USA) gegeben (Endkonzentration 1 pg/ml). Die Proben
wurden 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Herauswaschen der iiberfliissigen Marker wurden die Proben zweimal 10 min bei

300 x g zentrifugiert und das Pellet in je 500 ul HTF Medium resuspendiert.

2.5.2 Markierung mit fluoreszierenden Lektinen

Die beiden Lektine PSA und ConA waren zur Sichtbarmachung im Fluoreszensmikroskop
mit fluoreszierendem Isocyanat (FITC) markiert.

Die Proben wurden nach Inkubation mit Hochst 33258 in zwei gleichgroB3e Teile geteilt und
mit FITC-PSA oder FITC-ConA versetzt (Abb.1).

2.5.2.1 FITC labeled Pisum sativum agglutinin (FITC-PSA)

Die Markierung mit FITC-PSA wurde nach dem Versuchsprotokoll von Mendoza et al.
(1992) durchgefiihrt.
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Zur Herstellung der gebrauchsfertigen Losung wurden 5 mg FITC-PSA (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Deisenhofen, BRD) in 1 ml Aqua dest. gelost. Je 10 pl der Losung wurden in
Eppendorf-Hiitchen pipettiert und bei -20°C gelagert.

Vor Verwendung des FITC-PSA wurden 20 pl dieser Losung mit PBS-Puffer so verdiinnt,
dal das Gemisch 50 ug FITC-PSA/ml enthielt.

Ca. 150 pl der Spermatozoensuspensionen wurden auf Objekttrdgern ausgestrichen,
luftgetrocknet und dann 15 Minuten in 100% Methanol inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die 4 Objekttrager erneut getrocknet und anschlieBend mit 150 ul FITC-PSA
(Konzentration siehe oben) iiberschichtet. In einer feuchten, dunklen Kammer wurden die
Objekttrager 30 Minuten inkubiert und danach das tiberschiissige FITC-PSA mit Aqua dest.

abgewaschen.

2.5.2.2 FITC labeled Concanavalin A (FITC-ConA)

Die Fluoreszenstarbung mit FITC-ConA wurde nach dem Versuchsprotokoll von Holden et
al. (1990) durchgefiihrt.

5 mg FITC-ConA (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, BRD) wurden in 1 ml Aqua dest.
gelost und je 10 pl der Losung in Eppendorf-Hiitchen bei —20°C tiefgefroren.

Vor Verwendung des FITC-ConA wurden 20 pl dieser Losung mit PBS-Puffer derart
verdiinnt, daB3 das Gemisch 50 pg FITC-ConA/ml enthielt.

Zu den Spermatozoensuspensionen wurde 10 % neutral gepuffertes Formalin gegeben. Es
folgte eine Inkubation von 1-2 Stunden bei Raumtemperatur in einem lichtgeschiitzten Raum.
Danach wurden die Proben 5 Minuten bei 1000 x g zentrifugiert; der Uberstand wurde bis auf
50 ul verworfen und das Pellet in die Restlosung resuspendiert.

Ca. 150 pl der Proben wurden auf Objekttrager ausgestrichen und luftgetrocknet.

Die Objekttrager wurden mit ca. 150 pl FITC-ConA (Konzentration siehe oben) iiberschichtet
und fiir 30 Minuten in einer feuchten, lichtgeschiitzten Kammer inkubiert.

Zum Abwaschen des iiberschiissigen FITC-ConA wurden die Objekttriger mit Aqua dest.
gespiilt.
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2.6 Auszihlung der markierten Spermatozoen

Nach Markierung mit den Lektinen wurde auf die Objekttrager 20 pul Antioxidationsmittel
pipettiert, um einen verfrithten Verlust der Fluoreszenz zu verhindern. Danach wurden die
Spermatozoen unter einem Fluoreszensmikroskop (Firma Zeiss, 100er Objektiv mit
Olimmersion —Verwendete Filter: B 2A Filter mit 450-520 nm, UV2A Filter mit 330-420 nm)

ausgezéhlt.

2.6.1 Auszahlung der mit FITC-ConA markierten Spermatozoen

Pro Objekttrager wurden 200 Spermatozoen ausgezihlt. Jedes Spermatozoon wurde auf
,vollstindig®, ,.teilweise” oder ,,nicht vorhandene* Fluoreszenz des Spermatozoenkopfes
iiberpriift.

Dabei wurden nicht markierte Spermatozoen als "nicht akrosomal reagiert", fleckig oder
teilweise fluoreszierende Spermatozoen als "teilweise akrosomal reagiert" und vollstindig,
gleichmiBig fluoreszierende Spermatozoen als "vollstindig akrosomal reagiert" bezeichnet
(siche Abbildung 2a, 2b und 2c¢).

AulBlerdem wurde die Vitalitidt der Spermatozoen durch Farbung mit Hochst 33258 iiberpriift.
Dabei wurden fluoreszierende Spermatozoen als tot bewertet und in der Auszdhlung nicht

berticksichtigt.

2.6.2 Auszihlung der mit FITC-PSA markierten Spermatozoen

Pro Objekttrager wurden 200 Spermatozoen ausgezihlt. Jedes Spermatozoon wurde auf
,vollstandig®, ,teilweise* oder ,,nicht vorhandene* Fluoreszenz des Spermatozoenkopfes

iiberpriift.

Dabei wurde vollstindige griinliche Fluoreszenz des Akrosoms als ,,nicht akrosomal reagiert",
teilweise, fleckige Fluoreszenz des Akrosoms (,,patchy pattern") als ,teilweise akrosomal
reagiert" und keine bzw. dquatoriale Fluoreszenz des Akrosoms als ,,vollstindig akrosomal

reagiert" gewertet (siche Abbildung 3a, 3b und 3c).
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Bei der Auswertung wurde die Vitalitit der Spermatozoen durch Markierung mit Hochst

33258 iiberpriift. Tote Spermatozoen wurden bei der Auszdhlung nicht beriicksichtigt.

Abb.2a: Akrosomal intaktes Spermatozoon, Markierung mit FITC-ConA

Abb.2b: Teilweise akrosomal reagiertes Spermatozoon, Markierung mit FITC-ConA




Abb.2c: Vollstindig akrosomal reagiertes Spermatozoon, Markierung mit FITC-ConA

Abb3a: Akrosomal intaktes Spermatozoon, Markierung mit FITC-PSA
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Abb3b: Teilweise akrosomal reagiertes Spermatozoon, Markierung mit FITC-PSA

Abb3c: Vollstindig akrosomal reagiertes Spermatozoon, Markierung mit FITC-PSA
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2.7 Intraindividuelle Reproduzierbarkeit der akrosomalen

Reaktion bei fertilen Spendern

Die Ejakulate der 6 fertilen Spender wurden nach dem oben beschriebenen Versuchsprotokoll
behandelt und ausgezihlt.
Die Spenderejakulate wurden innerhalb eines Jahres (in 2-3 monatigen Abstinden) zwischen

drei und sechs Mal untersucht und die Ergebnisse statistisch ausgewertet.

2.8 Vergleich der akrosomalen Reaktion mit Fertilisationsraten

bei In-vitro-Fertilisation

Ejakulatproben von 31 Paaren aus dem IVF-Programm wurden nach dem in 2.2-2.6
beschriebenen Versuchsprotokoll behandelt und der Anteil akrosomal reagierter
Spermatozoen bestimmt.

Dabei bestanden die untersuchten Proben aus den Uberschiissen der Ejakulate, die zur In-

vitro-Fertilisation benutzt wurden.

Die jeweiligen Fertilisationsraten der Eizellen der Partnerinnen, die zwischen 0-100 % lagen,

wurden den Ejakulatergebnissen zugeordnet und statistisch ausgewertet.

2.9 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte durch Herrn Papst am Institut fiir medizinische
Informatik der Justus-Liebig-Universitit in Gief3en.

Dabei wurden 2fache Varianzanalysen, Student T-Test fiir abhidngige Stichproben und der
Spearman Korrelationskoeffizient verwendet.

Die Daten wurden im Rahmen der deskriptiven Statistik als

Mittelwerte+Standardabweichungen (Median, Spannweite) angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich zwischen FITC-PSA und FITC-ConA

Die Spermatozoen wurden nach dem in Abschnitt "Material und Methoden" beschriebenen
Versuchsprotokoll aufbereitet. Insgesamt wurden 96 Ejakulatproben untersucht.

Tabelle 2 zeigt die ermittelten Ejakulatwerte vor und nach Glaswollfiltration.

Tab.2: Ejakulatparameter der untersuchten Proben vor und nach Glaswollfiltration (Mittelwert +

Standardabweichung; Median, Spannweite, n=96)

Nativejakulat Ejakulat nach
Glaswollfiltration
Spermatozoenkonzentration 116,5+94,2 23,0 £20,1
(x10° /ml) (88,9; 8-317,6) (18,8; 3,2-100,0)
Globalmotilitat % 56,0+11,8 81,0+ 6,1
(55,0; 3-88) (82,0; 61-92)
a Motilitit %" 34,6 + 13,9 56,5 + 10,5
(32,5; 8-62) (59,0; 20-70)
b Motilitit %" 14,9 £ 5,6 17,1+ 5,4
(15,0; 5-35) (16,0; 9-35)
¢ Motilitit %' 6,8 + 3.4 7,3 +4,1
(5,0; 1-20) (7,0; 1-21)

! Anmerkung: Die Globalmotilitit wird nach WHO-Kriterien in a- ,,schnell und linear progressiv
bewegliche Spermatozoen®, b- ,langsam, trige linear bewegliche oder nicht linear progressiv

bewegliche Spermatozoen‘ und c- ,,nicht progressiv bewegliche Spermatozoen* eingeteilt.
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Die Spermatozoenkonzentration wurde nach Glaswollfiltration auf 5x10%ml eingestellt.

Nach dreistiindiger Kapazitation der Ejakulate wurde die akrosomale Reaktion durch Ionophor

A23187 bzw. dbcAMP ausgelost.

Die Differenzierung der akrosomal reagierten Spermatozoen erfolgte nach Markierung mit

FITC-PSA oder FITC-ConA gemal der in Abschnitt 2.6. beschriebenen Kriterien.

3.1.1 Vergleich der Ergebnisse von FITC-PSA und FITC-ConA nach
Induktion der akrosomalen Reaktion mit Ionophor A23187

Die Proben wurden eine Stunde mit Ionophor A23187 inkubiert. Tote Spermatozoen wurden bei

der Auszdhlung nicht berticksichtigt.
Die Abbildungen 4 und 5 zeigen die Rate spontan akrosomal reagierter Spermatozoen sowie
nach Induktion mit Calcium Ionophor A23187 akrosomal reagierten Spermatozoen getrennt nach

beiden Nachweismethoden.

Dabei werden die Spermatozoen unterteilt in ,teilweise”, ,,vollstindig“ und ,,insgesamt®

akrosomal reagiert.
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Abb.4: Vergleich verschiedener Stadien der akrosomalen Reaktion nach Induktion mit lonophor

A23187 und Markierung mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA (n=96)
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Markierung mit FITC-ConA Markierung mit FITC-PSA

Die Werte wurden nach Markierung mit FITC-ConA bzw. FITC-PSA einzeln fiir die Gruppen
. teilweise akrosomal reagiert”, , vollstindig akrosomal reagiert” und , insgesamt akrosomal
reagiert miteinander verglichen.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Statistische Methode: Varianzanalyse

*#% p < 0,001 verglichen mit entsprechenden Werten bei Markierung mit FITC-ConA

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden Markierungen miteinander, so zeigen sich signifikant
hohere Werte des Anteils ,,insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen® bei Markierung der
Proben mit FITC-PSA gegeniiber der mit FITC-ConA.

Dabei fillt auf, daBl die Zahl der ,teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen® bei beiden
Markierungen sehr &dhnlich ist, aber die Anzahl der ,vollstindig akrosomal reagierten
Spermatozoen® bei FITC-PSA Markierung signifikant hoher liegt als bei Markierung mit FITC-
ConA. Dies gilt fiir mit lonophor A23187 induzierte akrosomal reagierte Spermatozoen.
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Bei nicht induzierten Spermatozoen (Kontrolle mit DMSO) findet man dagegen auch bei den
»teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen* eine hohere Anzahl an mit FITC-PSA

markierten Spermatozoen im Vergleich zu FITC-ConA markierten Spermatozoen (Abb. 5).

Abb.5: Vergleich verschiedener Stadien der akrosomalen Reaktion in den Kontrollproben

(DMSO), Markierung mit FITC-PSA und FITC-ConA (n=96)
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Markierung mit FITC-ConA Markierung mit FITC-PSA

Die Proben wurden mit FITC-ConA bzw. FITC-PSA markiert und die erhaltenen Werte einzeln
fiir die Gruppen , teilweise akrosomal reagiert®, , vollstindig akrosomal reagiert” und
., insgesamt akrosomal reagiert“ miteinander verglichen.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Statistische Methode: Varianzanalyse

*#% p < 0,001 verglichen mit den entsprechenden Werten bei FITC-ConA Markierung.

Die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (AAR) wurde ermittelt durch Subtraktion des
Anteils spontan akrosomal reagierter Spermatozoen vom Prozentsatz der akrosomal reagierten

Spermatozoen nach Induktion mit Ionophor A23187 (Abb. 6).
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Abb.6: AAR -Werte akrosomal reagierter Spermatozoen, Induktion mit lonophor A23187,
Markierung mit FITC-PSA und FITC-ConA, (n=96)
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Markierung mit FITC-ConA Markierung mit FITC-PSA

Die Werte wurden nach Markierung mit FITC-ConA bzw. FITC-PSA einzeln fiir die Gruppen
., teilweise akrosomal reagiert”, , vollstindig akrosomal reagiert” und ,,insgesamt akrosomal
reagiert* miteinander verglichen.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Statistische Methode: Varianzanalyse

**% p < 0,001 verglichen mit den entsprechenden Werten bei Markierung mit FITC-ConA.

Hierbei zeigt sich, dall die AAR-Werte der ,teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen® bei
der Markierung mit FITC-ConA deutlich hoéher sind als die vergleichbaren Werte bei
Markierung mit FITC-PSA.
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Dagegen liegt die Anzahl ,,vollstindig™ und ,,insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen® bei

Markierung mit FITC-PSA wieder signifikant {iber der mit FITC-ConA.

Trotz der unterschiedlichen absoluten Werte korrelieren die Ergebnisse bei Markierung mit

FITC-ConA bzw. FITC-PSA gut und positiv miteinander (Abb.7).

Abb.7: Korrelation des Anteils insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen nach Induktion

mit lonophor A23187, Markierung mit FITC-ConA und FITC-PSA
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Die Linie zeigt die hypothetische MeBpunktlage an, wenn die MeBwerte beider Markierungen

vollig libereinstimmen wiirden.
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3.1.2 Vergleich der Ergebnisse von FITC-PSA und FITC-ConA nach
Induktion der akrosomalen Reaktion mit dbcAMP

Die Proben wurden eine Stunde mit dbcAMP inkubiert. Tote Spermatozoen wurden bei der
Auswertung nicht berticksichtigt.

Die Rate an spontan bzw. nach Induktion mit dbcAMP akrosomal reagierten Spermatozoen
werden in Abbildung 8 und 9 getrennt nach beiden Nachweismethoden dargestellt. Dabei werden

die Spermatozoen in ,,teilweise®, ,,vollstandig* und ,,insgesamt akrosomal reagiert* unterteilt.

Abb.8: Vergleich verschiedener Stadien der akrosomalen Reaktion nach Induktion mit dbcAMP
und Markierung mit FITC-PSA und FITC-ConA (n=96)
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Markierung mit FITC-ConA Markierung mit FITC-PSA

Die Proben wurden nach Markierung mit FITC-ConA bzw. FITC-PSA einzeln fiir die Gruppen
. teilweise akrosomal reagiert”, , vollstindig akrosomal reagiert” und , insgesamt akrosomal
reagiert” miteinander verglichen. Es werden Mittelwerte und Standardabweichungen

angegeben. Statistische Methode: Varianzanalyse

*0<0,05, ***p < 0,001 verglichen mit Werten bei Markierung mit FITC-ConA.
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Auch hier finden sich beim Vergleich der Ergebnisse beider Markierungen miteinander
signifikant hohere Werte des Anteils ,insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen® bei
Markierung der Proben mit FITC-PSA als bei FITC-ConA.

Die Mittelwerte der ,.teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen® bei beiden Markierungen
sind dabei dhnlich, dennoch war aufgrund der grofen Stichprobe ein signifikanter Unterschied
feststellbar. Die Anzahl der ,,vollstindig akrosomal reagierten Spermatozoen bei FITC-PSA
Markierung liegt signifikant hoher als bei Markierung mit FITC-ConA (Abb.8).

Abb.9: Vergleich verschiedener Stadien der akrosomalen Reaktion in den Kontrollgruppen (ohne

Induktion), Markierung mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA (n=96)
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Die Proben wurden mit FITC-ConA bzw. FITC-PSA markiert und die Werte einzeln fiir die
Gruppen ,,teilweise akrosomal reagiert”, , vollstindig akrosomal reagiert” und , insgesamt
akrosomal reagiert” miteinander verglichen.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Statistische Methode: Varianzanalyse

% p < 0,001 verglichen mit den entsprechenden Werten bei Markierung mit FITC-ConA.
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In der Kontrollgruppe zeigt sich auch bei den ,,teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen*
eine hohere Anzahl an mit FITC-PSA markierten Spermatozoen im Vergleich zu FITC-ConA
markierten Spermatozoen (Abb. 9).

Beim Vergleich der AAR-Werte findet man eine leicht hdhere Anzahl an ,,teilweise akrosomal
reagierten Spermatozoen® nach Markierung mit FITC-ConA als nach FITC-PSA Markierung
(Abb.10).

Dagegen liegt die Anzahl ,vollstindig“ und damit auch ,,insgesamt akrosomal reagierten

Spermatozoen* bei Markierung mit FITC-PSA wieder signifikant {iber der mit FITC-ConA.

Abb.10: AAR-Werte akrosomal reagierter Spermatozoen, Induktion mit dbcAMP, (n=96)
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Nach Markierung der Proben mit FITC-ConA bzw. FITC-PSA wurden die Werte einzeln fiir die
Gruppen ,,teilweise akrosomal reagiert”, , vollstindig akrosomal reagiert” und ,, insgesamt
akrosomal  reagiert” miteinander verglichen. Es werden die Mittelwerte und
Standardabweichungen angegeben. Statistische Methode: Varianzanalyse

*p < 0,05 ***p < 0,001 verglichen mit den Werten bei Markierung mit FITC-ConA
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Auch bei Induktion der akrosomalen Reaktion mit dbcAMP zeigt sich eine gute Korrelation bei

Vergleich der beiden Markierungsmethoden, obwohl die absoluten Werte sich von einander

unterscheiden (Abb.11).

Abb.11: Korrelation des Anteils insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen nach Induktion

mit dbcAMP, Markierung mit FITC-ConA und FITC-PSA
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Die Linie zeigt die hypothetische MeBpunktlage an, wenn die MeBwerte beider Markierungen

vollig libereinstimmen wiirden.

3.1.3 Vergleich der Induktion der akrosomalen Reaktion mit Ionophor

A23187 bzw. dbcAMP

In den vorhergehenden 2 Kapiteln wurde untersucht, ob nach Markierung mit FITC-PSA bzw.

FITC-ConA unterschiedliche Ergebnisse beziiglich des Anteils an ,,teilweise oder ,,vollstindig

akrosomal reagierten Spermatozoen‘ erzielt wurden.
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Dariiber hinaus wurde auch verglichen, ob sich die Rate akrosomal reagierter Spermatozoen
zwischen den beiden Stimulationsprotokollen unterschied.
Hierzu wurden die Ergebnisse, getrennt flir beide Nachweismethoden, erneut statistisch

ausgewertet.

Abb.12: Vergleich der Induktion der akrosomalen Reaktion durch dbcAMP bzw. lonophor,
Markierung mit FITC-ConA (n=96)
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Nach Auslosung der akrosomalen Reaktion mit lonophor A23187 bzw. dbcAMP wurden die
Proben mit FITC-ConA markiert. Die Auswertung der Werte erfolgte getrennt fiir die Gruppen
., teilweise akrosomal reagiert®, , vollstindig akrosomal reagiert” und , insgesamt akrosomal
reagiert .

Es werden die Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Statistische Methode: Varianzanalyse

*n< 0,05, **p< 0,01 verglichen mit den entsprechenden Werten bei Induktion mit lonophor
A23187.
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Dabei zeigen sich bei den ermittelten Mittelwerten dhnliche Induktionsraten der akrosomalen
Reaktion bei Zugabe von Ionophor A23187 bzw. dbcAMP. Aufgrund des grofen
Stichprobenumfanges ergeben sich allerdings teilweise signifikante Unterschiede in der Statistik.
Dies gilt sowohl bei Markierung der Spermatozoen mit FITC-PSA wie auch bei Markierung mit

FITC-ConA (Abb.12 und 13).

Abb. 13: Vergleich der Induktion der akrosomalen Reaktion durch dbcAMP bzw. lonophor,
Markierung mit FITC-PSA (n=96)
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Nach Auslosung der akrosomalen Reaktion mit lonophor A23187 bzw. dbcAMP und Markierung
der Proben mit FITC-PSA wurden die Werte einzeln fiir die Gruppen ,, teilweise akrosomal
reagiert”, , vollstindig akrosomal reagiert* und , insgesamt akrosomal reagiert* miteinander
verglichen.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Statistische Methode: Varianzanalyse

*n< 0,05, **p< 0,01 verglichen mit den entsprechenden Werten bei Induktion mit lonophor
A23187.
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Aus den Ergebnissen wurde der AAR-Werte der akrosomal reagierten Spermatozoen berechnet

(Abb. 14).

Abb.14: Vergleich der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch lonophor A23187 bzw.
dbcAMP, Markierung mit FITC-ConA und FITC-PSA (n=96)
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Die Proben wurden mit lonophor A23187 bzw. dbcAMP induziert und mit FITC-ConA bzw.
FITC-PSA markiert. Die Werte wurden einzeln fiir die Gruppen ,, teilweise akrosomal reagiert*,
L Vvollstindig akrosomal reagiert” und , insgesamt akrosomal reagiert” bestimmt und
miteinander verglichen.

Es werden Mittelwerte angegeben. Die Werte unterscheiden sich nicht signifikant.

Methode: Varianzanalyse
Auch beim Vergleich der AAR-Werte stimmen die Ergebnisse bei Induktion mit Ionophor

A23187 bzw. dbcAMP iiberein. Es gibt keinen signifikanten Unterschied beziiglich der

Induktion der akrosomalen Reaktion bei beiden Stimulationsmethoden.
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3.2 Intraindividuelle Reproduzierbarkeit der akrosomalen

Reaktion

Uber einen Zeitraum von einem Jahr wurden Ejakulate von fertilen Spendern in 2-3 monatigen
Abstinden untersucht, wobei 1 Spender sechsmal, 4 Spender fiinfmal und 3 Spender dreimal
iiberpriift wurden (n=8).

Dabei ergeben sich folgende Ejakulatparameter:

Tab.3: Ejakulatparameter vor und nach Glaswollfiltration (Mittelwert = Standardabweichung;

Median, Spannweite, n=35)

Nativejakulat Ejakulatwerte
nach Glaswollfiltration
Spermatozoenkonzentration 144,0 £ 129,7 23,6 17,7
(x10%ml) (106,6; 27-683,2) (22.,2; 3,2-78.8)
Globalmotilitit % 54,6 + 10,1 81,8 +4,5
(55,0; 37-75) (82,0; 74-91)
a Motilitit %" 34,6 + 12,9 60,4 £ 5,8
(32,5; 8-60) (60,5; 49-69)
b Motilitit %' 13,9+5.9 14,7 +3,.2
(12,0; 6-30) (15,0; 10-21)
¢ Motilitit %" 6,9+ 3.6 6,7+2.6
(5,0; 2-15) (7,0; 2-11)

! Anmerkung: Die Globalmotilitit wird nach WHO-Kriterien in a- ,,schnell und linear progressiv
bewegliche Spermatozoen®, b- ,langsam, trdge linear bewegliche oder nicht linear progressiv

bewegliche Spermatozoen‘ und c- ,,nicht progressiv bewegliche Spermatozoen* eingeteilt.
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Die gewaschenen Ejakulate wurden drei Stunden bei 37°C kapazitiert und die akrosomale
Reaktion mit lonophor A23187 ausgeldst.

Zur Bestimmung der akrosomalen Reaktion wurden die Proben mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA
markiert.

Es wurden 200 Spermatozoen pro Objekttrager ausgezédhlt, wobei nur lebende Spermatozoen
beriicksichtigt wurden. Die Spermatozoen wurden, gemilBl ihrer Fluoreszenz, in ,,nicht®,

Hteilweise® oder ,,vollstindig akrosomal reagiert eingeteilt.

Vergleicht man die zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmten Ergebnisse der einzelnen
Probanden, so fallen Schwankungen bei der Anzahl an induzierten wie auch spontan akrosomal
reagierten Spermatozoen auf. Auch die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion unterliegt

diesen Schwankungen.

Abb.15: Intraindividuelle Schwankungen der akrosomalen Reaktion bei fertilen Probanden
(insgesamt akrosomal reagierte Spermatozoen), Induktion mit lonophor A23187,

Markierung mit FITC-ConA, n=38
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Die Proben wurden mit FITC-ConA markiert die erhaltenen Werte statistisch ausgewertet.
Es werden Werte der ,,insgesamt akrosomal reagierten Spermatozoen * der einzelnen Probanden

zu unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten in Beziehung gesetzt.
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Dabei betragen die Schwankungsbreiten der einzelnen Probanden bei den ,,insgesamt akrosomal
reagierten Spermatozoen® (Induktion mit Ionophor A23187) minimal 5 und maximal 25
Prozentpunkte.

Dies gilt sowohl fiir Markierung der Spermatozoen mit FITC-ConA als auch FITC-PSA (Abb.15
und16).

Abb. 16: Intraindividuelle Schwankungen der akrosomalen Reaktion bei fertilen Probanden
(insgesamt akrosomal reagierte Spermatozoen), Induktion mit lonophor A23187,

Markierung mit FITC-PSA, n=8
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Die Proben wurden mit FITC-PSA markiert die erhaltenen Werte statistisch ausgewertet.
Es werden Werte der ,,insgesamt akrosomal reagierten Spermatozoen * der einzelnen Probanden

zu unterschiedlichen Beobachtungszeitpunkten in Beziehung gesetzt.

Bei den spontan ,,insgesamt akrosomal reagierten Spermatozoen liegen die Schwankungsbreiten
bei den einzelnen Probanden sehr dhnlich.
Die Schwankungsbreite betrdgt hier zwischen 5 und 24 Prozentpunkten (dies gilt fiir beide

Markierungen).
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Errechnet man die Schwankungsbreite fiir die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion liegen
die Werte bei den einzelnen Probanden zwischen 6 und 18 Prozentpunkten.
Dieses Ergebnis gilt sowohl fiir Markierung der Spermatozoen mit FITC-ConA als auch fiir

FITC-PSA Markierung (Abb.17 und 18).

Abb.17: Intraidividuelle Schwankungen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei

fertilen Probanden, Induktion mit lonophor A23187 und Markierung mit FITC-ConA
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Die Proben wurden mit FITC-ConA markiert die erhaltenen Werte statistisch ausgewertet.
Es  werden die AAR-Werte der  einzelnen  Probanden  zu  unterschiedlichen

Beobachtungszeitpunkten in Beziehung gesetzt.

Dabei liegt die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei allen Probanden trotz der
Schwankungen wiéhrend der verschiedenen Messungen zu allen Zeitpunkten iiber 10%. Dieser
Mindestwert wird als ,,cut-off*-Wert von Cummins et al. (1991) und Yovich et al. (1994)

empfohlen.
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Abb.18: Intraidividuelle Schwankungen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei
fertilen Probanden, Induktion mit lonophor A23187 und Markierung mit FITC-PSA
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Die Proben wurden mit FITC-PSA markiert die erhaltenen Werte statistisch ausgewertet.
In der Abbildung werden die AAR-Werte der einzelnen Probanden zu unterschiedlichen

Beobachtungszeitpunkten in Beziehung gesetzt.
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3.3 Vergleich der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion mit
IVF-Fertilisationsraten

Von Paaren des [VF-Programmes wurde die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion aus den

Ejakulaten, die fiir die Befruchtung der Eizelle benutzt wurden, bestimmt.
Dabei ergaben sich vor und nach Glaswollfiltration folgende Ejakulatparameter (Tab. 4).

Tab.4: Ejakulatparameter der Patienten vor und nach Glaswollfiltration

(Mittelwert = Standardabweichung; Median, Spannweite, n=31)

Nativejakulat Ejakulatparameter nach
Glaswollfiltration
Spermatozoenkonzentration 102,8 + 60,4 24,7 £ 27,4
(x 106/m1) (80,0; 30-246.,4) (12,8; 4-100)
Globalmotilitit 53,6 +8.9 83,0+4,2
(50,0; 40-70) (83,0; 70-92)
a Motilitit ' 26,7+7,2 60,9 + 6,5
(25,0; 15-40) (62,0; 40-70)
b Motilitit ' 17,3+3,7 15,0+2.6
(20,0; 10-20) (15,0; 9-20)
¢ Motilitit ' 9,5+1,5 6,8£2,9
(10,0; 5-10) (7,0; 1-12)

! Anmerkung: Die Globalmotilitit wird nach WHO-Kriterien in a- ,,schnell und linear progressiv
bewegliche Spermatozoen®, b- ,langsam, trige linear bewegliche oder nicht linear progressiv

bewegliche Spermatozoen‘ und c- ,,nicht progressiv bewegliche Spermatozoen* eingeteilt.
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Bei den Ejakulatproben wurde die akrosomale Reaktion mit Ionophor A23187 ausgeldst. Die
akrosomale Reaktion wurde nach Markierung mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA bestimmt.
Die Fertilisationsraten wurden spdter aus den Daten des IVF-Labors {ibernommen und den

jeweiligen Ejakulaten zugeordnet.

Insgesamt wurden 31 Proben ausgewertet, wobei sich beziiglich der Fertilisationsraten folgende

Verteilung ergab (Tab. 5):

Tab.5: Fertilisationsraten nach IVF in Korrelation zu den Ejakulatproben

Fertilisationsraten % Ejakulate n Ejakulate %
0-33 3 9,7
33-67 7 22,6
67-100 21 67,8

Vergleicht man die Rate der ,insgesamt akrosomal reagierten Spermatozoen® mit den
Fertilisationsraten nach IVF, so zeigt sich keine Beziehung zwischen diesen beiden Faktoren.
Dies gilt sowohl flir akrosomal induzierte Spermatozoen mit Ionophor A23187 als auch fiir
spontan akrosomal reagierte Spermatozoen.

Die Spermatozoen wurden mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA markiert (Abb. 19 und 20).
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Abb.19: Beziehung zwischen Fertilisationsraten nach IVF und akrosomaler Reaktion
(insgesamt akrosomal reagierte Spermatozoen) nach Induktion mit lonophor A23187

(n=31)
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Die Werte wurden getrennt nach den beiden Nachweismethoden (FITC-PSA und FITC-ConA)
miteinander verglichen. Danach wurden die Werte mit den jeweiligen Fertilisationsraten in
Beziehung geset:zt.

Es werden die Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Es gibt keine signifikanten Beziehungen zwischen der Anzahl an akrosomal reagierten
Spermatozoen und den unterschiedlichen Fertilisationsraten.

Statistische Methode: Varianzanalyse
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Abb.20: Beziehung zwischen Fertilisationsraten nach IVF und akrosomaler Reaktion
(insgesamt akrosomal reagierte Spermatozoen) bei spontan akrosomal reagierten

Spermatozoen (Kontrolle mit DMSO) (n=31)
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Die Werte wurden getrennt nach den beiden Nachweismethoden (FITC-PSA und FITC-ConA)
miteinander verglichen. Danach wurden die Werte mit den jeweiligen Fertilisationsraten in
Beziehung gesetzt.

Es werden die Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Es gibt keine signifikanten Beziehungen zwischen der Anzahl an akrosomal reagierten
Spermatozoen und den verschiedenen Fertilisationsraten.

Statistische Methode: Varianzanalyse

Auch beim Vergleich der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (AAR) mit den

Fertilisationsraten zeigt sich keine statistisch relevante Beziehung (Abb. 21).
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Abb.21: Beziehung zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion (insgesamt

akrosomal reagierte Spermatozoen) und Fertilisationsraten nach IVF (n=31)
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Die Werte wurden getrennt nach den beiden Nachweismethoden (FITC-PSA und FITC-ConA)
miteinander verglichen. Danach wurden die Werte mit den jeweiligen Fertilisationsraten in
Beziehung gesetzt.

Es werden die Mittelwerte und Standardabweichungen angegeben.

Es gibt keine signifikanten Beziehungen zwischen den berechneten AAR-Werten und den
unterschiedlichen Fertilisationsraten.

Statistische Methode: Varianzanalyse

Unterteilt man die akrosomal reagierten Spermatozoen in ,teilweise“ bzw. ,vollstindig
akrosomal reagiert” und vergleicht diese mit den Fertilisationsraten nach IVF zeigt sich ebenfalls
keine statistisch relevante Beziehung.

Die Ergebnisse werden in Abbildung 22 und 23, getrennt nach Markierung mit FITC-ConA bzw.
FITC-PSA dargestellt.
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Abb.22: Beziehung zwischen AAR-Werten (teilweise und vollstindig akrosomal reagierte
Spermatozoen) und Fertilisationsraten nach IVF, Markierung mit FITC-PSA (n=31)
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Die Werte wurden nach Markierung mit FITC-PSA einzeln fiir die Gruppen , teilweise
akrosomal reagiert” und , vollstindig akrosomal reagiert” bestimmt und miteinander
verglichen. Danach wurden die Werte mit den jeweiligen Fertilisationsraten in Beziehung
geselzt.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichung angegeben.

Es gibt keine signifikanten Beziehungen zwischen den berechneten AAR-Werten und den
unterschiedlichen Fertilisationsraten.

Statistische Methode: Varianzanalyse

Die fehlende Beziehung zwischen der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und den
Fertilisationsraten nach IVF gilt sowohl nach Markierung der Spermatozoen mit FITC-PSA, wie

auch nach FITC-ConA Markierung.
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Abb.23: Beziehung zwischen den AAR- Werten (teilweise und vollstindig akrosomal

reagierte Spermatozoen) und Fertilisationsraten nach IVF, Markierung mit

FITC-ConA (n=31)
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Die Werte wurden nach Markierung mit FITC-ConA einzeln fiir die Gruppen ,, teilweise
akrosomal reagiert” und ,vollstindig akrosomal reagiert” bestimmt und miteinander
verglichen. Danach wurden die Werte mit den jeweiligen Fertilisationsraten in Beziehung
geselzt.

Es werden Mittelwerte und Standardabweichung angegeben.

Es gibt keine signifikanten Beziehungen zwischen den berechneten AAR-Werten und den
unterschiedlichen Fertilisationsraten.

Statistische Methode: Varianzanalyse
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4. Diskussion

4.1 Vergleich zwischen FITC-PSA und FITC-ConA

4.1.1 Bedeutung der Diagnostik der akrosomalen Reaktion und Auswahl

der Lektine

Die akrosomale Reaktion ist ein wichtiger physiologischer Vorgang, der die Voraussetzung
fiir die Fertilisation der weiblichen Eizellen darstellt (Moore und Bedford 1983).

Ohne ein morphologisch intaktes Akrosom ist die Penetration der Eizelle und damit die
Fertilisation nicht mdglich (Schill et al. 1988).

Die Kenntnis des Prozentsatzes der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und der
Ursache akrosomaler Schidden ist deswegen fiir die Infertilititsdiagnostik bei Paaren mit

unerfiilltem Kinderwunsch bedeutend (Schill et al. 1988).

Neben dem genaueren Verstindnis der zellbiologischen Vorginge wihrend der akrosomalen
Reaktion ist auch die Erforschung von Nachweismethoden zur Erfassung von akrosomal

reagierten Spermatozoen notwendig.

In der Vergangenheit wurden viele Nachweismethoden zur Darstellung akrosomal reagierter

Spermatozoen entwickelt:

Féarbung mit Bismarckbraun und Bengalrosa Talbot und Chacon 1981, De Jonge et al.
(Triple Stain oder double Stain Technik) 1989, Sanchez et al. 1995
Monoklonale Antikorper Kallajoki et al. 1986, Moore et al. 1987,

Ohashi et al. 1992, Parinaud et al. 1993,
Dorjee et al. 1996

Chlortetrazyklin DasGupta et al. 1993, Perry et al. 1995

Fluoreszierende Lektine:

Ricinus communis-Agglutinin (FITC-RCA)  Talbot und Chacon 1980
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Peanut-Agglutinin (FITC-PNA) Mortimer et al. 1987, 1990, Aitken et al.
1993

Pisum sativum (FITC-PSA) Cross et al. 1986, Mendoza et al. 1992,
Aitken und Brindle 1993, Henley et al.
1994, Ko6hn et al. 1996

Concanavalin A Lektin (FITC-ConA) Holden et al. 1990

Die angewendeten Markierungsmethoden sollen reproduzierbar, zuverldssig, einfach
durchzufiihren und billig sein, damit sie in der Routinediagnostik verwendet werden konnen.
Gemill dem WHO-Handbuch von 1993 sind fluoreszierende Lektine am einfachsten zu
handhaben und billiger als z.B. monoklonale Antikorper (WHO-Laborhandbuch 1993).
Deswegen wurde in dieser Arbeit FITC-PSA und FITC-ConA verwendet.

Wichtig ist auBerdem, das man die verschiedenen Markierungsmethoden untereinander

vergleicht, um so eine Reproduzierbarkeit in verschiedenen Laboratorien zu gewéhrleisten.

In anderen Arbeiten wurde die Markierung mit Lektinen anderen Methoden
gegeniibergestellt. Allerdings wurden bis jetzt nur selten verschiedene fluoreszierende

Lektine, z.B. FITC-PSA und FITC-ConA, gleichzeitig miteinander verglichen:

Vergleich PSA, PNA, monoklonale Antikodrper Aitken und Brindle 1993
Vergleich PSA und Chlortetrazyklin DasGupta et al. 1993
Vergleich PSA, PNA, ConA Kinger und Rajalakshmi 1995
Vergleich PSA, PNA, TPA D’Cruz und Haas 1996
Vergleich ConA, PNA, monoklonale Antikorper Fierro et al. 1996

Vergleich PSA, ConA, Double Stain Kohn et al. 1997
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4.1.2 Lektine

Lektine sind Proteine bzw. Glykoproteine vor allem pflanzlichen Ursprungs mit spezifischer
Affinitdt zu bestimmten Saccharidstrukturen. Sie binden an spezielle Regionen des
Spermatozoenkopfes und sind so wichtige Bestandteile bei der funktionellen
Spermatozoendiagnostik (Trowbridge 1974, Koehler 1981).

Sowohl der akrosomale Inhalt als auch die akrosomale Membran enthalten Glykoproteine
und sind so in der Lage, Lektine zu binden (Yanagimachi 1981, Cross et al. 1986).

Um diese Bindungen unter dem Mikroskop sichtbar zu machen, werden Lektine mit
fluoreszierenden Substanzen, vor allem fluoreszierendem Isothiocyanat (FITC) kombiniert

(van Lis und Kalsbeek 1972, Cross und Meizel 1989).

4.1.3. Vergleich der Anzahl akrosomal reagierter Spermatozoen bei

Markierung mit FITC-ConA und FITC-PSA

Bei dem Vergleich von FITC-ConA und FITC-PSA stellten Kinger und Rajalakshmi (1995)
und Kohn et al. (1997) Unterschiede in Erfassung der Anzahl akrosomal reagierter
Spermatozoen und deren Induzierbarkeit fest, was auch in dieser Arbeit bestitigt werden
kann.

Dabei liegt in der vorliegenden Untersuchung die Anzahl akrosomal reagierter Spermatozoen
bei Markierung mit FITC-ConA signifikant unter der entsprechenden Ergebnisse mit FITC-
PSA.

Im Durchschnitt kénnen bei Markierung mit FITC-PSA 10% mehr Spermatozoen als
»insgesamt akrosomal reagiert identifiziert werden als bei Markierung mit FITC-ConA

(siehe 3.1).

Als Ursache dieser quantitativen Unterschiede bei Markierung mit den beiden

fluoreszierenden Lektinen werden verschiedene Griinde vermutet:

1. Die unterschiedlichen Bindungsstellen der zwei Lektine

Pisum sativum-Agglutinin ist ein Lektin, welches aus Erbsen gewonnen wird und die
Féhigkeit besitzt, an a-D-Mannose und a-D-Glucose zu binden (Trowbridge 1974, Cross et

al. 1986). Desweiteren reagiert es mit Bestandteilen des akrosomalen Inhaltes, vor allem mit
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Proakrosin (Mendoza et al. 1992). Damit bindet PSA vor allem an den akrosomalen Inhalt
und markiert diesen (Cross et al. 1986, Mendoza et al. 1992).

Akrosomal intakte Spermatozoen mit vollstdndig erhaltenem akrosomalen Inhalt werden nach
Permeabilisierung der akrosomalen Membran durch FITC-PSA markiert. Wihrend der
akrosomalen Reaktion geht der akrosomale Inhalt verloren, so daB8 die Fluoreszenz mit
fortschreitender akrosomaler Reaktion abnimmt. Vollstindig akrosomal reagierte

Spermatozoen werden nicht markiert (Cross et al. 1986, Mendoza et al. 1992).

Concanavalin A wird aus Canavalia ensiformis (jack beans) hergestellt. Es bindet an a-D-
Glykopyranosyl, o-D-Mannopyranosyl, p-D-Fructofuranosyl und a-D-Arachinofuranosyl
(van Lis und Kalsbeek 1972) und markiert die innere akrosomale Membran (Koehler 1981,
Holden et al. 1990, Fierro et al. 1996).

Voraussetzung fiir die Markierung von Spermatozoen mit FITC-ConA ist somit die
Freilegung der inneren akrosomalen Membran durch Verlust des akrosomalen Inhaltes
(Holden et al. 1990).

Akrosomal intakte Spermatozoen werden durch FITC-ConA nicht markiert.

Vollstindig akrosomal reagierte Spermatozoen zeigen bei Markierung mit FITC-ConA eine

gleichméBige Fluoreszenz der vorderen Kopfregion.

Man kann aus den unterschiedlichen Bindungsverhalten schlieen, daB ConA erst spétere
Stadien der akrosomalen Reaktion mit dem Beginn der Freilegung der inneren akrosomalen
Membran erfal3t (Kinger und Rajalakshmi 1995).

Deswegen liegt die Vermutung nahe, da3 durch Markierung mit FITC-ConA eine geringere

Anzahl an akrosomal reagierten Spermatozoen als mit FITC-PSA gemessen wird.

2. Die unterschiedliche Fixierung der Spermatozoen bei den beiden

Markierungsmethoden

Zur Markierung der Spermatozoen mit FITC-PSA werden die Spermatozoen in 100%igem
Methanol inkubiert.

Methanol permeabilisiert die Zellmembran, so daB PSA in das Akrosom gelangen kann.
Dabei hat Methanol keinen Einflul auf das Bindungsverhalten von PSA an die Bestandteile
der Spermatozoen (Haas et al. 1988, Mendoza et al. 1992).
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Bei Markierung der Spermatozoen mit FITC-ConA werden die Spermatozoen in 10%igem,
neutral gepuffertem Formalin inkubiert. Formalin bewirkt eine Erhoéhung der
Membranpermeabilitdt, ohne die Membranintegritidt zu zerstoren. So gelangt ConA in die
Spermatozoen (Cross et al. 1986, Haas et al. 1988).

Allerdings vermindern Aldehyde die Affinitdt von Lektinen zu ihren Bindungsstellen in den

Spermatozoen (Koehler et al. 1981, Holden et al. 1990).

Durch die mit der unterschiedlichen Fixierung einhergehende unterschiedliche Affinitdt der
beiden Lektine zu ihren Spermatozoenstrukturen 148t sich die kleinere Anzahl an akrosomal
reagierten Spermatozoen bei Markierung mit FITC-ConA im Gegensatz zur Markierung mit

FITC-PSA erklaren.

Kohn et al. (1997) zeigte beim Vergleich der Anzahl akrosomal reagierter Spermatozoen nach
Markierung mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA und transmissionselektronenmikroskopischen
Aufnahmen (TEM), dall der Prozentsatz der akrosomal reagierten Spermatozoen bei TEM
hoher lag als bei den Markierungen mit Lektinen. Dabei waren die Prozentsdtze bei
Markierung mit FITC-PSA 1,3-2,1fach tiefer und bei Markierung mit FITC-ConA 2,5-4,7fach

tiefer als die TEM-Vergleichswerte. Diese Ergebnisse stiitzen die oben genannte Annahme.

4.1.4. Differenzierung zwischen teilweise und vollstindig akrosomal

reagierten Spermatozoen

Um die oben genannten Unterschiede zwischen den beiden Fluoreszenzmethoden beim
Nachweis des Anteils akrosomal reagierter Spermatozoen genauer zu untersuchen, wurden die
akrosomal reagierten Spermatozoen in ,teilweise* und ,,vollstindig akrosomal reagiert"
unterteilt.

Dabei galten bei Markierung mit FITC-PSA bzw. FITC-ConA als ,teilweise akrosomal
reagiert Spermatozoen mit fleckiger Fluoreszenz des Akrosoms (sieche 2.6., Kohn et al.
1997).

Als ,,vollstindig akrosomal reagiert" wurden Spermatozoen klassifiziert, die bei Markierung
mit FITC-ConA eine vollstandige Fluoreszenz des Akrosoms aufwiesen, bzw. bei Markierung

mit FITC-PSA keine Fluoreszenz des vorderen Spermatozoenkopfes zeigten.
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Eine solche Einteilung wurde bereits von Kinger und Rajalakshmi (1995) fiir FITC-ConA und
PNA durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen beim Anteil ,,teilweise akrosomal reagierter
Spermatozoen* dhnliche Ergebnisse zwischen den beiden Lektinen. Allerdings liegt die
Anzahl an ,,vollstindig akrosomal reagierten Spermatozoen® bei Markierung mit FITC-PSA
deutlich iiber dem vergleichbaren Anzahl nach Markierung der Spermatozoen mit FITC-
ConA (siehe 3.1).

Im Durchschnitt betrdgt der Unterschied bei ,teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen‘
2% bei induzierten Spermatozoen. Bei spontan akrosomal reagierten Spermatozoen liegt der
Unterschied etwas hoher.

Bei den vollstindig ,,akrosomal reagierten Spermatozoen betrdgt der Unterschied im
Durchschnitt 11% nach Induktion der akrosomalen Reaktion mit Ionophor A23187 oder

dbcAMP und 6% bei spontan akrosomal reagierten Spermatozoen.

Durch die unterschiedlichen Bindungsstellen der Lektine hdtte man ein anderes Ergebnis
erwartet:

Durch seine Bindung an die innere akrosomale Membran und damit die erst zum spiteren
Zeitpunkt der akrosomalen Reaktion beginnende Markierung der Spermatozoen hitte man
von der ConA Markierung eine kleinere Anzahl an ,teilweise akrosomal reagierten
Spermatozoen und eine gleich groBe Anzahl an ,vollstindig akrosomal reagierten

Spermatozoen im Vergleich zur Markierung mit PSA annehmen konnen.

Die sich hier anders darstellenden Ergebnisse konnen durch verschiedene Hypothesen

gedeutet werden:

1. Bei ,,vollstindig akrosomal reagierten Spermatozoen® liegt nach Angaben von
fritheren elektronenmikroskopischen Untersuchungen die innere akrosomale
Membran frei. Allerdings finden sich hdufig noch membrangebundene Vesikel und
Reste der duBeren akrosomalen Membran an die innere akrosomale Membran
angelagert (Nagae et al. 1986, Stock und Fraser 1987).

Diese Reste konnten fiir ein nicht vollstindiges Freiliegen der inneren akrosomalen
Membran und damit fiir eine nur fleckige Fluoreszenz der Spermatozoen bei

Markierung mit FITC-ConA verantwortlich sein. Dadurch wiirde man bei der
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Auszihlung akrosomal reagierter Spermatozoen ,,vollstdndig akrosomal reagierte
Spermatozoen" filschlich als ,teilweise akrosomal reagiert" einstufen.

Da PSA an den akrosomalen Inhalt bindet, der weitgehend vollstindig bei der
akrosomalen Reaktion verloren geht (Nagae et al. 1986, Stock und Fraser 1987),
werden bei dieser Markierung zuverldssiger ,teilweise akrosomal reagierte
Spermatozoen® von ,,vollstindig akrosomal reagierten unterschieden.

Bei der Markierung mit FITC-ConA konnte durch Auflagerung von
Zytoplasmatropfen oder anderen Zellbestandteilen auf das Akrosom eine nur
unvollstindige Fluoreszenz vorgetiduscht und in Wahrheit ,,vollstdndig akrosomal
reagierte Spermatozoen® nicht als solche erkannt werden.

Die oben bereits genannte, durch die Spermatozoenfixierung bedingte, im
Vergleich zu PSA geringere Affinitdit von ConA zu der inneren akrosomalen
Membran konnte fiir eine geringere Sensitivitdt gegeniiber den akrosomal
reagierten Spermatozoen und damit fiir eine reduzierte Markierung verantwortlich
sein.

ConA bindet nicht nur an die innere akrosomale Membran, sondern auch an die
Spermatozoenoberfliche, unabhingig vom akrosomalen Status (van Lis und
Kalsbeek 1972, Cross und Overstreet 1987). Auch dadurch konnte ein fleckiges
Fluoreszenzmuster verursacht werden, welches unabhidngig vom akrosomalen
Status ist.

Ebenso konnten technische Probleme bei der Spermatozoenzéhlung die Ergebnisse
beeinflussen.

Um zwischen ,,vollstindig* und ,,teilweise akrosomal reagierten Spermatozoen* zu
unterscheiden, mu3 man nach Markierung mit FITC-ConA bei der Auszéhlung
zwischen gleichmifBig fluoreszierenden Spermatozoen und Spermatozoen mit
fleckiger Fluoreszenz differenzieren. Da der Ubergang zwischen diesen beiden
Zustéinden jedoch flieend verlduft, sind quantitative Fehler bei der Auszéhlung
nicht auszuschlieBen.

Nach Markierung mit FITC-PSA wurde bei der Differenzierung von ,teilweise®
und ,,vollstindig akrosomal reagierten Spermatozoen® zwischen fleckiger und
fehlender Fluoreszenz unterschieden. Die Unterscheidung ist hier sicherlich

leichter.
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4.1.5 Induktion der akrosomalen Reaktion mit verschiedenen Induktoren

Um Ergebnisse verschiedener Laboratorien vergleichbar zu machen, bedarf es auller der
Kenntnis {liber die Reproduzierbarkeit zwischen verschiedenen Farbemethoden einheitlicher
Stimulationsprotokolle.

Induktoren sind nétig, da bei Spermatozoen in vitro eine spontane akrosomale Reaktion nur
in einem geringen und stark schwankenden Prozentsatz vorkommt (Talbot und Chacon

1981, Suarez et al. 1986, Byrd und Wolf 1986, De Jonge et al. 1989, Bielfeld et al. 1994).

Das Stimulationsprotokoll beriicksichtigt Art des Mediums und Vorbehandlung der
Spermatozoen, Kapazitationsdauer, Induktoren bzw. Stimulus der akrosomalen Reaktion und
Dauer der Stimulation.

Die akrosomale Reaktion kann u.a. durch verschiedene Stimuli induziert werden.

Progesteron Meizel 1995, Parinaud et al. 1996

Follikular- und Ovarialfliissigkeit Meizel 1985, Sidhu und Gurya 1989, Gearon et
al. 1994

Zona pellucida Cross et al. 1988, Tesarik et al. 1988b

Cumulus oophorus White et al. 1990, Carrell et al. 1993

Pentoxiphyllin Gearon et al. 1994

Ionophor A23187 Russell et al. 1979, De Jonge et al. 1989, White et

al. 1990, Cummins et al. 1991

dbcAMP De Jonge et al. 1989, 1991a, Anderson et al. 1992

In der vorliegenden Arbeit wurde der in fritheren Arbeiten sehr hdufig benutzte Induktor
Ionophor A23187 mit dbcAMP verglichen.

Beide Stimulationsprotokolle sind einfach anzuwenden und billig.

Ionophor A23187, eine Carbonsdure, kann die akrosomale Reaktion im Beisein von

Calciumionen durch Erhéhung des Calciumeinflues in die Spermatozoen induzieren
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(Russell et al. 1979, Jamil und White 1981; Jamil, White und Dwarte 1982, Aitken et al.
1984, De Jonge et al. 1989, 1991a, Bielfeld 1994, Liu und Baker 1990b, 1995, 1996).
Die morphologischen Verdnderungen in den Spermatozoen bei Induktion mit Ionophor

A23187 entsprechen denen spontan reagierter Spermatozoen (Russell et al.1979).

In diesem Versuch entsprachen die experimentellen Bedingungen dem Stimulationsprotokoll
nach Byrd und Wolf (1986). Danach wurde die akrosomale Reaktion mit einer
Ionophorkonzentration von 10 uM ausgeldst. Die Inkubationsdauer betrug 60 Minuten (siche
2.4.1). Nach Byrd und Wolf (1986) zeigt diese Dosierung die stirkste Induktion der
akrosomalen Reaktion. Dieses Ergebnis wurde von K6hn et al. (1997) bestétigt.

Hohere Dosierungen brachten keine weitere Steigerung der Rate akrosomal reagierter
Spermatozoen, da lonophor mit hoherer Konzentration zelltoxisch wirkt (Aitken et al. 1984).
Beziiglich der Linge der Inkubation gibt es widerspriichliche Aussagen in der Literatur.

Die meisten Autoren beschreiben eine maximale Stimulation der akrosomalen Reaktion nach
60miniitiger Inkubation (Byrd und Wolf 1986, Aitken et al. 1993, Amin et al. 1996, Kohn et
al. 1997). Allerdings bemerkten De Jonge et al. (1989) eine signifikante Erh6hung akrosomal

reagierter Spermatozoen schon nach 15mintitiger Inkubation.

Zur Bedeutung der Kapazitation bei Induktion der akrosomalen Reaktion mit Ionophor
A23187 finden sich in der Literatur unterschiedliche Angaben.

Keinen EinfluB der Kapazitation auf die Induktion der akrosomalen Reaktion durch
Ionophor A23187 werden von Holden und Trounson (1992) und Bielfeld et al. (1994)
berichtet.

Entgegengesetzt dazu wird eine Erhohung der akrosomal reagierten Spermatozoen nach
Kapazitation beschrieben bei Lee et al. (1987), De Jonge et al. (1989) und Byrd, Tsu und
Wolf (1989).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kapazitation von 3 Stunden durchgefiihrt.

Dibutyryl cyclic AMP ist ein Analogon zum second messenger cAMP und induziert die
akrosomale Reaktion durch Aktivierung von Proteinkinase. Eine ausreichend lange
Kapazitation von 3 Stunden ist dabei ndtig (De Jonge et al. 1989, 1991a, Anderson et al.
1992).
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Im Gegensatz zu lonophor bendtigt dbcAMP kein Calcium im Medium (De Jonge et al.
1989, 1991a, Anderson et al. 1992).

Beim Vergleich der beiden Induktoren miteinander zeigen sich iibereinstimmende Ergebnisse
bei der Anzahl akrosomal reagierter Spermatozoen. Die Ergebnisse stimmen sowohl bei der
Anzahl ,,insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen®, als auch bei Unterteilung dieser in

Hteilweise und ,,vollstandig*™ akrosomal reagierte Spermatozoen iiberein.

4.1.6 Schwierigkeiten bei der Ausziahlung der markierten Spermatozoen

Die nach Versuchsprotokoll behandelten Spermatozoen wurden, je nach ihrer Fluoreszenz, in
»hicht akrosomal reagiert® und ,akrosomal reagiert” unterteilt, wobei die akrosomal
reagierten Spermatozoen noch einmal in ,teilweise® und ,,vollstindig akrosomal reagiert™

gegliedert wurden (siehe 2.6).

Diese Unterteilung der Spermatozoen nach ihrer Fluoreszenz ist teilweise relativ schwierig,
da es Ubergangsbereiche zwischen den einzelnen Stadien gibt. Besonders bei der
Unterscheidung zwischen fleckiger und vollstdndiger Fluoreszenz ergeben sich immer wieder
Unsicherheiten in der Interpretation. Bei genauerer Betrachtung eines Akrosoms fallen
teilweise UnregelméBigkeiten der Fluoreszenz auf, so daf} die Einstufung in ,,vollstdndig*
oder ,,inhomogen* fluoreszierend schwierig sein kann.

Daraus 146t sich schlieBen, dall die Ergebnisse von der individuellen Interpretation abhdngen
und es so zu unterschiedlichen Ergebnissen bei verschiedenen Beobachtern kommen kann.

Wie hoch dieser individuelle Fehler liegt, miissen zukiinftige Arbeiten zeigen.

4.2 Intraindividuelle Schwankungen der akrosomalen Reaktion

Schwankungen der Ejakulatqualitit bei fertilen Médnnern sind bekannt (Cooper et al. 1991,
Ombelet et al. 1996).
Wie in dieser Arbeit gezeigt, dndert sich auch die akrosomale Reaktion bei fertilen Méannern

uber einen Zeitraum von einem Jahr.
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Dabei schwanken sowohl Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion, wie auch die Anzahl
Hteilweise™, ,,vollstindig® und ,,insgesamt akrosomal reagierter Spermatozoen“. Die
Schwankungsbreite betrdgt dabei bis hochstens 25 Prozentpunkte.

Bei der Rate der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion liegt die Schwankungsbreite bei
hochstens 18 Prozentpunkten.

Dabei liegt keiner der gefundenen Werte fiir die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion
unter 10%.

Dieses Ergebnis stimmt tendenziell mit den Ergebnissen der Literatur iiberein.

So fanden z.B. Yovich et al. (1994) bei einer Gruppe von 53 fertilen Probanden keine Werte
bei der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch Ionophor unter 5%, wobei er wie
auch Cummins et al. (1991) von einem cut-off Wert von 10% bei der Induzierbarkeit der

akrosomalen Reaktion ausging.

Da die gemessenen Werte in der eigenen Untersuchung alle im nicht pathologischem Bereich
liegen, kann davon ausgegangen werden, da3 die Schwankungen der akrosomalen Reaktion
wie auch Schwankungen der Ejakulatparameter zufillig auftreten und nur einen geringen

Einfluf} auf die Fertilitit des Mannes haben.

Die Ursachen sind wahrscheinlich vielseitig. Ombelet et al. (1996) beschreiben als Griinde fiir
Schwankungen der Ejakulatparameter unter anderem Unterschiede der Testosteron- und
Gonadotropinproduktion, Coitusfrequenz, Temperaturschwankungen und soziale Ursachen.
Desweiteren miissen auch hier sicherlich methodische Ursachen, wie z.B. unterschiedliche
Untersucher, beriicksichtigt werden.

Diese Ursache scheidet bei der vorliegenden Arbeit allerdings aus, da die Ejakulatproben
immer unter selben Versuchsbedingungen, im selben Labor und vom gleichen Untersucher

bearbeitet und ausgewertet wurden.

4.3 Korrelation der Induktion der akrosomalen Reaktion mit

Fertilisationsraten nach IVF

Die akrosomale Reaktion und die Spermatozoen-Zona pellucida Bindung spielen bei der
Fertilisation in vivo eine essentielle Rolle (Overstreet et al. 1980, Sathananthan et al. 1982,

Overstreet und Cross 1988, Calvo et al. 1989, Fenichel et al. 1991).
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Nur vollstindig akrosomal reagierte Spermatozoen kdnnen an die Plasmamembran der Eizelle
binden und mit der Eizelle fusionieren (Yanagimachi 1981, Talbot und Chacon 1982, Byrd
und Wolf 1986). Somit sind Dysfunktionen des Akrosoms mit einer Verminderung der
Fertilitdt assoziiert (Schill et al. 1988, Liu und Baker 1990a).

Aus diesen Angaben 146t sich die These ableiten, dal auch eine Korrelation zwischen der

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und Fertilisationsraten in vitro besteht.

Zur Behandlung der Infertilitit werden heute zunehmend mehr Methoden der assistierten
Reproduktion eingesetzt (z.B. In-vitro-Fertilisation (IVF) und Intrazytoplasmatische
Spermatozoen-Injektion (ICSI)).

Verschiedene Griinde sind fiir eine ausbleibende Fertilisierung und Schwangerschaft nach
IVF moglich. Neben technischen sind vor allem andrologische und gynédkologische Faktoren
von Bedeutung.

So sind Spermatozoenmorphologie,- motilitdit und -vitalitit mit den Fertilisationsraten
korreliert (Kruger et al. 1986, 1988, Liu und Baker 1988, Calvo et al. 1994, Parinaud et al.
1995a, 1995b, Sukcharoen et al. 1996).

Ob auch die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion einen pradiktiven Wert bei der
Vorhersage von Fertilisationsraten eine Rolle spielt, wird in der Literatur kontrovers
diskutiert. Positive Korrelationen des akrosomalen Status mit Fertilisationsraten und IVF
ergaben Studien von Fenichel et al. (1991), Takahashi et al. (1992), Yovich et al. (1994),
Calvo et al. (1994), Avrech et al. (1997) und Liu und Baker (1998).

Keine Korrelation der akrosomalen Reaktion mit IVF-Fertilisationsraten fanden Plachot et al.
(1984), van Kooij et al. (1986) und Lange et al. (1992).

Unterschiedliche Ergebnisse abhiingig vom Stimulator der akrosomalen Reaktion beschreiben
Cummins et al. (1991), Henkel et al. (1993), Tasdemir et al. (1993), Krausz et al. (1995,
1996) und Parinaud et al. (1995a, 1995b).

Bei den genannten Experimenten wurde die akrosomale Reaktion mit unterschiedlichen
Methoden induziert und teilweise nur die Rate spontan akrosomal reagierter Spermatozoen

gemessen (Tab. 6).
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Tab.6: Korrelation der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion mit IVF Fertilisationsraten

Studienname Anzahl der Induktor der AR Auslosung der Féarbemethoden .
. Ergebnis
Patienten AR
Avrech et al. 1997 54 Ionophor A23187 i-s Korrelation vorhanden
. . . FITC- PSA .
26 Follikularfliissigkeit 1-s Korrelation vorhanden
Krausz et al. 1996 53 TIonophor A23187 S Keine Korrelation
1-S FITC- PNA Korrelation vorhanden
60 Progesteron s Keine Korrelation
i-s Korrelation vorhanden
Krausz et al. 1995 16 Progesteron 1 FITC-PNA Korrelation vorhanden
s Keine Korrelation
Parinaud et al. 1995a 131 Ionophor A23187 i-s Monoklonale Ak Korrelation vorhanden
‘ . FITC-GB24 .
Phorboldiester 1-S Korrelation vorhanden
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Korrelation vorhanden

Parinaud et al. 1995b Ionophor A23187 1-s

dbc AMP i-s Keine Korrelation

117 Progesteron i-s FITC- GB 24 Keine Korrelation

Follikularfliissigkeit i-s Keine Korrelation
Phorboldiester i-s Korrelation vorhanden
Calvo et al. 1994 232 Follikularfliissigkeit i FITC- PSA Korrelation vorhanden
Yovich et al. 1994 121 A23187 1-s FITC- PSA Korrelation vorhanden
Tonophor A23187 i Korrelation vorhanden
Tasdemir et al. 1993 51 -8 FITC- PSA Korrelation vorhanden

Pentoxiphyllin i Keine Korrelation

1-s Keine Korrelation

Henkel et al. 1993 74 Kilteexposition i Triple Stain Keine Korrelation
1-s Korrelation vorhanden

Lange et al. 1992 35 Kein Induktor s Triple Stain Keine Korrelation
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Takahashi et al. 1992 41 Kein Induktor S FITC- Con A Keine Korrelation
Fenichel et al. 1991 41 Tonophor A23187 1 Monoklonale Ak Korrelation vorhanden
S FITC-GB24 Korrelation vorhanden
i-s Korrelation vorhanden

Cummins et al. 1991 79 Ionophor A23187 S FITC- PSA Keine Korrelation
1 Korrelation vorhanden

Van Kooij et al. 1986 12 Kein Induktor S Triple Stain Keine Korrelation

Plachot et al 1984 56 Kein Induktor S Triple Stain Keine Korrelation

I= induzierte akrosomale Reaktion

S= spontane (nicht induzierte) akrosomale Reaktion
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In dieser Arbeit kann keine Korrelation zwischen der Induktion bzw. Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion und den IVF-Fertilisationsraten gezeigt werden.

Die Spermatozoen wurden mit lonophor A23187 induziert und die akrosomal reagierten
Spermatozoen mit Hilfe von FITC-PSA und FITC-ConA Markierung ausgezahlt.

Auch die Unterteilung in ,teilweise” und ,,vollstdndig akrosomal reagierte Spermatozoen®,

ergibt keine signifikante Korrelationen mit den IVF-Fertilisationsraten.

Das Patientenkollektiv ist allerdings mit 31 Patienten klein. Desweiteren wurden nur
Patienten mit normalen, d.h. iiber den WHO-Richtlinien liegenden Ejakulatparametern
untersucht, da Patienten mit pathologischen Ejakulatparametern entweder dem ICSI-
Programm zugefiihrt wurden oder durch die nétige aufwendigere Ejakulataufbereitung kein
iiberfilliges Ejakulat, das zu dieser Untersuchung hitte benutzt werden koénnen, mehr
vorhanden war.

Auch liegt der Prozentsatz der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion bei fast allen
Patienten (bis auf 2 Ausnahmen) tiber 10%.

In vergleichbaren Studien findet sich aber ein Abfall der Fertilisationsraten vor allem bei
Induktionsraten der akrosomalen Reaktion unter 10 bzw. 5% (Takahashi et al. 1992, Yovich
et al. 1994, Calvo et al. 1994).

Verschiedene Resultate in der Literatur ergeben sich beziiglich einer Korrelation zwischen
spontan akrosomal reagierten Spermatozoen und Fertilisationsraten.

Die meisten Autoren konnten keine Korrelation spontan akrosomal reagierter Spermatozoen
mit den IVF-Fertilisationsraten erkennen (Plachot et al. 1984, van Kooij et al. 1986, Liu und
Baker 1992, Tasdemir et al. 1993, Krausz et al. 1995, 1996).

Eine Korrelation zwischen spontan akrosomal reagierten Spermatozoen nach 24stiindiger
Kapazitation und den IVF-Fertilisationsraten zeigten Parinaud et al. (1995b). Auch Fenichel
et al. (1991) fanden eine positive Korrelation mit spontan akrosomal reagierten

Spermatozoen.

Spermatozoendysfunktionen konnen einzeln oder kombiniert wéhrend verschiedener Phasen
der Fertilisation auftreten, z.B. wihrend der Zona pellucida-Bindung, bei der akrosomalen
Reaktion oder Fusion mit der Plasmamembran der Oozyte (Krausz et al. 1996).

Nachweismethoden von Spermatozoenfunktionen sind alleine aber fiir die Beurteilung der

Fertilitit eines Patienten nicht ausreichend.
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Spermatozoenmorphologie, -motilitdt und -vitalitdt zusammen mit der Induzierbarkeit der
akrosomalen Reaktion erhohen hingegen den Vorhersagewert von Fertilisationsraten, wobei
aber eine 100%ige Korrelation nie erreicht wird (Liu und Baker 1988, 1990a, Parinaud et al.

1995a, 1995b).

Diese Aspekte deuten darauf hin, daf die in dieser Arbeit isoliert betrachtete Induktion der

akrosomalen Reaktion zur Vorhersage der IVF-Ergebnisse nicht ausreichend ist.
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4.4 SchluB3folgerungen

Aus den Ergebnissen konnen folgende SchluB3folgerungen gezogen werden:

1. Zur Induktion der akrosomalen Reaktion eignen sich Ionophor A23187 und dbcAMP
gleichermallen. Beide Protokolle sind einfach in der Handhabung und zeigen eine &hnliche

Anzahl an akrosomal reagierten Spermatozoen.

2. Bei Markierung von Spermatozoen mit FITC-PSA zeigt sich eine hohere Anzahl an
akrosomal reagierten Spermatozoen als bei Markierung mit FITC-ConA. Dies beruht vor
allem auf einer hoheren Anzahl der als ,vollstindig akrosomal reagiert” identifizierten

Spermatozoen.

3. Bei Markierung von Spermatozoen mit FITC-ConA ist die Unterscheidung des jeweiligen
Stadiums der akrosomalen Reaktion methodisch bedingt schwieriger ist als bei Markierung
mit FITC-PSA (dies gilt vor allem fiir die Unterscheidung ,,teilweise® und ,,vollstandig*
akrosomal reagiert).

Deshalb erscheint die Verwendung von FITC-PSA zur Darstellung der akrosomalen Reaktion

in der Routinediagnostik sinnvoller als FITC-ConA.

4. Es gibt intraindividuelle Schwankungen der akrosomalen Reaktion iiber ein Jahr. Daher
sollte bei Patienten eine mehrmalige Kontrolle der akrosomalen Reaktion, wie es auch bei der

Ejakulatanalyse iiblich ist, erfolgen.

5. Die Literatur zeigt widerspriichliche Ergebnisse beziiglich Korrelation zwischen Induktion
der akrosomalen Reaktion und IVF-Fertilisationsraten. In den eigenen Untersuchungen kann
kein Zusammenhang zwischen den beiden Parametern festgestellt werden.

Hierbei muB} aber beriicksichtigt werden, dafl bei den meisten Patienten die Induktion der

akrosomalen Reaktion im Normbereich lag.
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6. Es gelang nicht, die klinische Relevanz einer Unterteilung in ,.teilweise® und ,,vollstindig
akrosomal reagierte" Spermatozoen nachzuweisen.

Durch die bestehenden Schwierigkeiten bei der Auszdhlung der Spermatozoen erscheint diese
Unterteilung der Spermatozoen in der Routinediagnostik nicht sinnvoll.

Sie sollte zundchst wissenschaftlichen Untersuchungen vorbehalten bleiben.
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5. Zusammenfassung

Ein reifes Spermatozoon ist eingeteilt in Kopf, Mittelstiick und Schwanz. Der anteriore Teil
des Kopfes ist vom sogenannten Akrosom bedeckt, einem Vesikel, das von der dufleren und
inneren akrosomalen Membran begrenzt wird. Das Akrosom enthdlt Enzyme, die das
Spermatozoon zur Penetration durch die Zona pellucida der Eizelle befahigen. Diese Enzyme
werden nach Kontakt der Spermatozoen mit der Zona pellucida durch einen exozytotischen
Prozess aus dem Akrosom freigesetzt. Hierbei kommt es zur Fusion zwischen
Plasmamembran und duBlerer akrosomaler Membran und schlieBlich zur Fenestrierung der
Membran. Nur akrosomal reagierte Spermatozoen kénnen an die Plasmamembran (Oolemma)

der Eizelle binden und sie befruchten.

Zur Beurteilung der Fertilisierungskapazitdit von Spermatozoen sind neben den
Standardparametern der WHO in den letzten Jahren  zunehmend auch
Spermatozoenfunktionstests verwendet worden. Ein in vielen Studien {iberpriifter
Funktionstest ist die Fahigkeit menschlicher Spermatozoen, akrosomal zu reagieren. Hierbei
werden insbesondere die Ansprechraten gegeniiber Induktoren der akrosomalen Reaktion
beurteilt (Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion).

Da der physiologische Induktor, das Zona pellucida Protein 3, nicht in ausreichender Menge
fiir Routinetests zur Verfiigung steht und dariiber hinaus zu teuer wire, erfolgen die
Stimulationstests mit chemischen Substanzen wie z.B. Calcium lonophor oder dbcAMP.

Der Verlust der akrosomalen Kappe kann durch Farbeverfahren oder Markierungen mit
fluoreszierenden Lektinen nachgewiesen werden. Lektine sind Glykoproteine pflanzlichen
Ursprungs mit der Fahigkeit, an spezielle Regionen des Spermatozoenkopfes, z.B. den
akrosomalen Inhalt oder an die akrosomale Membran, zu binden. Um diese Bindung sichtbar
zu machen, werden sie mit fluoreszierendem Isocyanat (FITC) kombiniert. Hierbei wird der
akrosomale Status eines Spermatozoons je nach verwendetem Lektin durch verschiedene
Fluoreszensmuster der anterioren Kopfregion dargestellt.

Unter Beriicksichtigung des aus elektronenmikroskopischen Studien bekannten Ablaufes der
akrosomalen Reaktion sind drei unterschiedliche Stadien von Bedeutung:

» vollstdndig erhaltenes Akrosom

* teilweise reagiertes Akrosom

* vollstindig reagiertes Akrosom
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In vergangenen Studien wurden auBlerdem immer wieder Korrelationen zwischen
Fertilisationsraten befruchteter Eizellen in IVF-Programmen und dem Prozentsatz der

Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion beschrieben.

Die vorliegende Arbeit verfolgte folgende Ziele:
* Vergleich verschiedener Nachweismethoden der akrosomalen Reaktion durch Markierung
der Spermatozoen mit zwei fluoreszierenden Lektinen, Pisum sativum agglutinin (FITC-PSA)

und Concanavalin A (FITC-ConA).

» Differenzierung des akrosomalen Status in ,teilweise“ und ,vollstindig®“ akrosomal
reagierte Spermatozoen mit Hilfe der oben genannten Lektine und Untersuchung des

quantitativen Unterschiedes der mit beiden Fluoreszensmethoden erhaltenen Ergebnisse.

« Uberpriifung der klinischen Relevanz dieser Unterteilung durch Korrelation mit den

Fertilisationsraten aus dem [VF-Programm.

» Vergleich zweier Stimulatoren, die die akrosomalen Reaktion induzieren (Ionophor A23187

und dbcAMP).

* Untersuchung der intraindividuellen Variabilitit der akrosomalen Reaktion bei fertilen
Spendern iiber einen Zeitraum von 1 Jahr durch wiederholte Bestimmung des akrosomalen

Status und der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion.

Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse:

» Mit den verschiedenen Markierungsmethoden (FITC-ConA bzw. FITC-PSA) ergeben sich
unterschiedliche Ergebnisse beziiglich des Anteils akrosomal reagierter Spermatozoen.

Bei Markierung mit FITC-PSA wurden im Durchschnitt 10% mehr akrosomal reagierte
Spermatozoen gezdhlt als bei Markierung mit FITC-ConA. Dieser Unterschied beruht vor
allem auf einer hoheren Anzahl der als ,,vollstindig akrosomal reagiert” identifizierten
Spermatozoen. Die Anzahl der als ,teilweise akrosomal reagiert” eingestuften Spermatozoen
war bei beiden Markierungen dhnlich.

Fir dieses Ergebnis gibt es verschiedene Erkldrungsansitze. Dazu gehoren die
unterschiedlichen Bindungsstellen der Lektine an das Akrosom und die verschiedenen

Fixierungsmethoden der Lektine bei Markierung der Spermatozoen. AuBerdem ist die
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optische Festlegung der jeweiligen Stadien der akrosomalen Reaktion methodisch bedingt
schwieriger bei Markierung der Spermatozoen mit FITC-ConA als bei FITC-PSA.
Die Verwendung von FITC-PSA zur Darstellung der akrosomalen Reaktion erscheint darum

in der Diagnostik der akrosomalen Stadien sinnvoller als die Markierung mit FITC-ConA.

* Bei Vergleich der Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion mit den Fertilisationsraten nach
IVF ergab sich entgegen anderer publizierter Studien keine Korrelation. Dies gilt ebenso fiir
die Unterteilung der Spermatozoen in ,,teilweise* und ,,vollstindig akrosomal reagiert®.
Allerdings war das Patientenkollektiv mit 31 Patienten klein und bestand hauptsédchlich aus
Patienten mit guter Ejakulatqualitdt (Patienten mit schlechter Ejakulatqualitit wurden dem
ICSI-Programm zugefiihrt, bzw. das gesamte Ejakulat wurde zur Aufarbeitung und
Befruchtung der Eizelle benétigt, so da3 kein iiberschiissiges Ejakulat fiir die Untersuchungen
zur Verfligung stand).

Die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion lag damit bei fast allen Patienten iiber 10%. In
vergleichbaren Studien findet sich ein Abfall der Fertilisationsraten und damit eine
Korrelation zwischen Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion und Fertilisationsraten, aber
erst ab Induktionsraten unter 10% bzw. 5%. Die Diskrepanz der Ergebnisse dieser Arbeit zu
den schon bekannten Studien liegt deshalb am wahrscheinlichsten in der untersuchten
Population begriindet.

Da es in diesem Versuch nicht gelang, eine klinische Relevanz beziiglich einer Unterteilung
der Spermatozoen in ,teilweise® und ,vollstindig akrosomal reagierte Spermatozoen®
nachzuweisen, erscheint diese Unterteilung auch unter Beriicksichtigung der methodischen
Schwierigkeiten in der Routinediagnostik nicht sinnvoll. Sie sollte zunéchst

wissenschaftlichen Untersuchungen vorbehalten bleiben.

* Die beiden benutzten Stimulationsprotokolle (Ionophor A23187 und dbcAMP) zeigen
dhnliche Ergebnisse bei der Anzahl an akrosomal reagierten Spermatozoen. Beide Methoden
sind einfach zu handhaben und vom Zeitaufwand gleich schnell, so da3 beide gleichermal3en

fiir die Routinediagnostik bedeutend sind.

* In dieser Untersuchung wurden intraindividuelle Schwankungen der akrosomalen Reaktion
bei gesunden Spendern gefunden. Sie bewegen sich in einem Rahmen bis zu 25%. Die
Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion liegt dabei immer iliber den jeweiligen cut-off-

Werten fiir eine eingeschrankte Spermatozoenfunktion.
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Bei Untersuchungen der akrosomalen Reaktion von Patienten erscheint wegen dieser
Schwankungen eine mehrmalige Kontrolle des akrosomalen Status sinnvoll, wie es schon bei

der Ejakulatanalyse tiblich ist.
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