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1. Zusammenfassung

1.1 Englische Zusammenfassung (Summary)

Reactive oxygen spedies (ROS), total antioxidant status and spemquality of
fertile and subfertile men, before and after density gradient centrifugation and
the effects on IVF and ICSI outcome.

The aim of this study is to clarify the effects and relations of reactive oxygen species
(ROS) and the total antioxidant status (TAS) within the seminal plasma and the ring
after density gradient centrifugation of fertile and infertile men. There will be a special
interest in the influence of ROS and TAS on the parameters of the conventional
sperm analysis, the sperm morphology, the chromatin condensation in the sperm
head, the apoptotic index and the fertilisation and pregnancy rate of IVF- (n=36) and
ICSl-patients (n=51).
Therefore, as parameters of the conventional sperm analysis, we tested the semen of
87 patients, before sperm preparation (PureSperm), on volume, ph-value, cyturtest
and MAR-test. Some parameters were examined before and after sperm preparation
(sperm density, motility, morphology, vitality according to the HOS- and the Eosin-
test, chromatin condensation according to the CMAgs-staining, apoptotic index
according to the TUNEL-staining).
The central measuring data in this study were the concentrations of oxidants (ROS)
and antioxidants (TAS, vitamin A and E, selenium, zinc) in the seminal plasma and
the ring after density gradient centrifugation. A colorimetric assay was used for the
determination of reactive oxygen species. In the measurement of total antioxidant
status an enzyme immunoassay was applied, in which a photometric detected colour
reaction was used to calculate the TAS. To determine the amount of single
antioxidants in the seminal plasma we utilized high performance liquid
chromatography for vitamins A and E and the neutron activation analysis for
selenium and zinc.
Finally for all patients the fertilisation and pregnancy rates were documented.
Regarding the question of this study we found following correlations. For
conventional sperm analysis and sperm morphology, the results of this study show, in
IVF as well as in ICSI, a negative effect with increasing ROS. On the other hand
increasing TAS seems to have a positive effect on sperm quality. An example is the
8



increasing amount of amorphous spermatozoa and spermatozoa with poor motility
(WHO-category D) with increasing ROS, as well as the decreasing amount of such
spermatozoa with increasing TAS.

This study shows that high ROS-concentrations are positively correlated with
insufficient chromatin condensation, although this correlation is only significant,
looking at the IVF-group and all the patients, not in the ICSI-group. For TAS we show
a positive effect on chromatin condensation. Furthermore a positive correlation
between ROS and DNA-strand breaks is shown, whereas TAS has a decreasing
effect on the amount of sperm cells with DNA-strand breaks.

For all patients the total antioxidant status measured in the seminal plasma shows a
significant, positive correlation with the pregnancy rate.

Based on the negative effect of ROS on semen quality it is surprising that there is no
direct correlation between ROS and the fertilisation or pregnancy rate. However,
significant correlations are found between ROS and parameters negatively affected
by ROS (or positively by TAS) and the pregnancy rate. Looking at all patients this is
the case for cyturtest and sperm density. For the IVF group this study shows a
negative correlation between the amount of sperm with poor motility (WHO-category
D) and the number of fertilised eggs, as well as a negative correlation (only
significant after sperm preparation) between the apoptosis index and the fertilisation
rate. For the ICSI-group a negative correlation is found between pregnancy rate and
insufficient chromatin condensation, as well as a negative correlation between
apoptotic index (after sperm preparation) and number of fertilized eggs.

According to the results and correlations, this study supports theories that indicate
negative effects of reactive oxygen species on fertility of men or assisted
reproduction found by other studies. It also supports studies showing a positive
influence of antioxidants on fertility of men or assisted reproduction techniques.
Therefore we come to the conclusion that the investigation of oxidants and
antioxidants could be used as predictive parameters for IVF and ICSI, and
furthermore it might be a possible way to optimize artificial insemination and modern
assisted reproduction.



1.2 Deutsche Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Studie ist es, die Auswirkungen und Zusammenhéange
von Reactive oxygen species (ROS) und des Total antioxidant status (TAS) im
Seminalplasma und im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation von fertilen und
subfertilen Mannern zu klaren. Ein spezielles Augenmerk soll hierbei auf den Einfluss
von ROS und TAS auf die Parameter der konventionellen Spermienanalyse, die
Spermienmorphologie, die Chromatinkondensation im  Spermienkopf, die
Apoptoserate der Spermien und schlieBlich auf die Fertilisations- und
Schwangerschaftsrate bei IVF-Patienten (n=36) und ICSI-Patienten (n=51) gelegt
werden.

Hierzu werden an den insgesamt 87 Patienten vor Aufbereitung (PureSperm)
Messungen zu Volumen, pH-Wert, Cyturtest, MAR-Test durchgeflihrt und es werden
vor und nach Spermienaufbereitung, Dichte, Motilitat, Morphologie, Spermienvitalitat
mittels Eosin- und HOS-Test als Parameter der konventionellen Spermienanalyse
bestimmt. Weiterhin werden der Chromatinkondensationsstatus (CMAs-Farbung) und
die Apoptoserate (TUNEL-Farbung) vor und nach Aufbereitung beurteilt.

Als zentrale Messung wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Oxidantien- (ROS)
und Antioxidantienkonzentration (TAS, Vitamin A und E, Selen, Zink) im
Seminalplasma und im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation bestimmt. Hierbei
werden Reactive oxygen species mittels eines kolorimetrischen Assays ermittelt. Bei
der Messung des Total antioxidant status wird ein Testkit verwendet, in welchem
man eine photometrisch bestimmte Farbreaktion nutzt um die TAS-Konzentration zu
errechnen. Zur Messung einzelner Antioxidantien werden im Seminalplasma Vitamin
A und E durch eine chromatographische Methode, Zink und Selen mittels der
Neutronen-Aktivierungsanalyse bestimmt.

SchlieBlich wird bei allen Patienten eine Analyse der Fertilisations- und
Schwangerschaftsrate durchgefihrt und dokumentiert.

Bei der Korrelationsanalyse der untersuchten Parameter stellten sich im Bezug auf
die Fragestellung folgende wesentliche Zusammenhénge heraus:

Es kann betreffend die konventionelle Samenanalyse und die Spermienmorphologie,
gezeigt werden, dass sich sowohl im Gesamtkollektiv als auch in der IVF- bzw. ICSI-
Gruppe steigende ROS-Werte negativ auswirken, mit steigenden TAS-Werten sich
hingegen die Spermienqualitat verbessert. Es werden zum Beispiel bei den Patienten
signifikant mehr amorphe und Spermien mit einer schlechten Motilitat (WHO-
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Kategorie D) gefunden je mehr ROS gemessen wird. Andererseits nimmt die Zahl
der amorphen Spermien und solcher mit schlechter Motilitét signifikant ab, je héher
der Total antioxidant status ist.

Bei hohen ROS-Konzentrationen werden mehr Spermien mit einer schlechten
Chromatinkondensation gefunden, wobei das Signifikanzniveau (p<0,05) aber nur im
Gesamtkollektiv und der IVF-Gruppe erreicht wird. Nach den Daten der vorliegenden
Studie hat TAS einen positiven Effekt auf die Chromatinkondensation. Im Bezug auf
die Apoptoserate werden mit ROS positive und mit TAS negative Zusammenhéange
dargestellt.

Flr den Total antioxidant status im Seminalplasma konnte eine signifikante, positive
Korrelation mit der Schwangerschaftsrate im Gesamtkollektiv gezeigt werden.
Aufgrund der ermittelten negativen Effekte von ROS auf die Samenqualitat ist es
verwunderlich, dass kein direkter Zusammenhang zwischen ROS wund der
Fertilisations- oder Schwangerschaftsrate besteht. Es ergeben sich allerdings
signifikante Korrelationen zwischen der Schwangerschaftsrate und den Parametern
auf die ROS einen negativen (bzw. TAS einen positiven) Einfluss hat. Im
Gesamtkollektiv ist dies beim Cyturtest und der Spermiendichte der Fall. In der IVF-
Gruppe zeigt sich ein negativer Zusammenhang zwischen der Anzahl der Spermien
der Motilitatskategorie D und der Zahl der befruchteten Eizellen, sowie ein negativer
Zusammenhang, der allerdings nur vor Aufbereitung das Signifikanzniveau erreicht,
zwischen der Apoptose- und der Fertilisationsrate. In der ICSI-Gruppe ermitteln wir
negative Korrelationen zwischen der Schwangerschaftsrate und schlechter
Chromatinkondensation sowie zwischen der Apoptoserate (nach Aufbereitung) und
der Zahl der befruchteten Eizellen.

Anhand der gefundenen Zusammenhéange, kénnen wir Studien bestatigen, welche
einen negativen Effekt von Reactive oxygen species auf die Fertilitait des Mannes
bzw. auf die Techniken der Reproduktionsmedizin postulieren. Ebenfalls bestétigen
kénnen wir Aussagen Uber einen positiven Effekt von Antioxidantien auf die Fertilitat
des Mannes und die Erfolgsrate nach assistierter Reproduktion. Wir kommen daher
zu dem Schluss, dass in der Erforschung des Zusammenspiels von Oxidantien und
Antioxidantien und deren Auswirkungen auf die Prozesse der klnstlichen
Befruchtung ein groBes Potential zur Optimierung der Techniken der modernen

Reproduktionsmedizin liegt.
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2. Einleitung

2.1 Sterilitat und Fertilitatsstérungen

Eine Definition der WHO zur Sterilitat lautet: Sterilitdt bezeichnet das Ausbleiben
einer klinischen Schwangerschaft ber zwei Jahre bei einem sexuell aktiven Paar
ohne Anwendung von Empfangnisverhitung. In der Bundesrepublik Deutschland
bleiben 10-20% der Ehen ungewollt kinderlos (Schmidt-Matthiesen, 1992).
PFLEIDERER et al. (2000) fanden in der BRD eine ungewollte Kinderlosigkeit bei 10
bis 15% der Paare. Sicherlich wirken sich Umweltgifte und Schadstoffe nicht nur
negativ auf die Fertilitdt des Mannes aus, sondern auch auf die Fruchtbarkeit der
Frau (WONG et al., 1998; HANF, 1998). So wird zum Beispiel die Fertilitat beider
Geschlechter durch einen steigenden Konsum an Genussmitteln und Drogen

verschlechtert.

2.1.1 Fertilitatsstorungen/Sterilitat beim Mann

In etwa der Halfte der Falle liegt die Ursache fir die Fertilitatsstérungen bzw. Sterilitat
beim Mann bzw. der mannliche Faktor ist mitbeteiligt (BALS-PRATSCH et al., 1998;
OEHNINGER, 2001). Es ist allseits bekannt, dass Spermien von infertilen Mannern
multiple strukturelle und funktionelle Defekte aufweisen. Die Grinde hierfir sind
vielfaltig, wie zum Beispiel Genmutationen, chromosomale Anomalien, Infektionen,
Stérungen im Bereich der Samenwege oder des Penis, Varicocele, Bestrahlung oder
Chemotherapie und viele andere (PADRON et al.,, 1997; WANG et al., 1997;
CARBONE et al., 1998; HENDIN et al., 1999; MAK et al., 1999). Unter in vitro
Bedingungen manifestieren sich diese Stérungen in erster Linie in der Unféhigkeit
zur Interaktion mit der Eizelle. Genauer gesagt mit der zona pellucida. Diese Stérung
der Bindungsfahigkeit zwischen Spermium und zona pellucida allein oder in
Verbindung mit anderen Defekten fihrt unweigerlich zu einer Stérung der Fertilitat
bzw. sogar zur Sterilitdt beim Mann (LIU et al., 1992; OEHNINGER et al., 1992,
1997). Andere Stérungen, die mit einer Fertilitatsstérung bzw. Sterilitdt beim Mann
einhergehen, sind z.B. isolierte Stérungen der Spermienmotilitat (MORTIMER et al.,
1986), Stérungen der Akrosomreaktion nachdem an die zona pellucida gebunden
wurde (LIU et al., 1994) oder Stérungen der Verschmelzung von Spermium und
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Eizelle (AITKEN et al., 1991). Andererseits kann man laut SHERINS et al. bei nahezu
50% der infertilen Manner keine Ursache der Fertilitatsstérung identifizieren, man
spricht in diesen Fallen von einer idiopathischen Infertilitdt (SHERINS et al., 1995).
Aufféllig waren bei diesen Fallen von idiopathischer Infertilitdt beim Mann eine
Abnahme der Spermiendichte, der Spermienmotilitit und haufig auch
morphologische Veranderungen (SIGMAN et al., 1992). Die Ergebnisse einiger
Arbeitsgruppen machen flr diese Veradnderungen eine zu hohe Konzentration an
Reactive oxygen species (ROS) verantwortlich (AITKEN, 1994; AITKEN et al., 1994;
SHARMA et al., 1996). Entsprechend gibt es auch Ergebnisse, die eine Abnahme
des total antioxidant status (TAS) im Seminalplasma flr eine Verschlechterung der
Spermaqualitat verantwortlich machen (PALAN et al., 1996; SMITH et al., 1996;
SHARMA et al., 1999).
Es kdnnen also zahlreiche Ursachen fiir eine Fertilitatsstérung bzw. Sterilitat beim
Mann vorliegen. Eine Ubersicht, die die WHO im Jahre 1993 verdffentlichte
beinhaltete folgende Punkte (WHO, 1993):

e Sexuelle und/oder ejakulatorische Dysfunktion

e |Immunologische Ursachen

e Keine erfassbare Ursache

e |solierte Abnormalitat des Seminalplasmas

e |atrogene Ursachen

e Systemische Ursachen

e Kongenitale Abnormitaten

e Erworbener testikuldrer Schaden

e Varikozele

¢ Urogenitale Infektionen beim Mann

e Endokrine Ursachen

¢ |diopatische Oligozoospermie (reduzierte Spermienkonzentration)

e Idiopatische Asthenozoospermie (reduzierte Motilitat)

e Idiopatische Tetrazoospermie (reduzierter Anteil von morphologisch normalen

Spermien)
e Obstruktive Azoospermie (keine Spermien im Ejakulat nach Zentrifugation)

e |diopathische Azoospermie
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NIESCHLAG et al. verdffentlichten 1996 eine &hnliche Aufstellung, die er nach der
Haufigkeit ordnete, beginnend mit der haufigsten Ursache (NIESCHLAG et al., 1996):

e |diopatische Infertilitat

e Varikozele

e Endokriner Hypogonadismus

e Kryptorchismus oder Gleithoden

e Stdérungen der Samenwege

e systemische Erkrankungen

e Hodentumoren

e Obstruktion der Samenwege

Im Folgenden einige konkrete Beispiele die zu Fertilitatsstérungen/Sterilitdt beim
Mann fihren kdnnen. So fihrt zum Beispiel das Zigarettenrauchen zu einer
allgemeinen Reduktion der Samenqualitdt (KUNZLE et al., 2003). SALEH et al.
(2003) konnten zeigen, dass das Rauchen die DNA-Integritét beeinflusst. Auch der
Beruf kann unter Umstanden ein negativer Einflussfaktor auf die Fertilitdt des
Mannes sein. Bei Mannern mit einer beruflichen Radarstrahlenbelastung wurde
nachweislich eine verringerte Motilitat und Vitalitat der Spermien gefunden (LIU et al.,
2003). Eine signifikant schlechtere Spermienqualitéat bei Berufskraftfahrern als bei
Mannern mit einem anderen Beruf zeigten ZHAO et al. (2003). Auch das Alter des
Mannes scheint einen Einfluss auf die Fertilitat zu haben, ebenso wie taglicher
Koffeinkonsum, wie SCHMID et al. (2007) zeigen.

AbschlieBend méchte ich noch erwdhnen, dass es Diskussionen gibt, ob die mittlere
Spermiendichte der Manner insgesamt ricklaufig ist. So gibt es Arbeitsgruppen, die
eine signifikante Abnahme der mittleren Spermienkonzentration von 113 Mio./ml im
Jahr 1940 auf 66 Mio./ml im Jahr 1990 zeigen konnten (CARLSEN et al., 1992).
Andere Studien kamen zu dem gleichen Ergebnis (VAN WAELEGHEM et. al., 1996;
SWAN et al.,, 1997). Andererseits gibt es auch Studien, die keinen signifikanten
Rlckgang der Spermiendichte feststellen konnten (OLSEN et al., 1995; FISCH et al.,
1996). Nun muss man sagen, dass das Problem der abnehmenden Spermiendichte
der Manner mdglicherweise kein globales ist (FISCH et al., 1996) und klinische
Studien zur Samenqualitat oft an stark selektierten Gruppen durchgefihrt werden,
was hierfir eine Erklarung sein kénnte. Oft sind dies zum Beispiel Freiwillige (IRVINE
et al., 1996; LEMCKE et al., 1997), Samenspendekandidaten (BUJAN et al., 1996;
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VAN WAELEGHEM et al., 1996) oder Infertilitatspatienten (BERLING et al., 1997;
ANDOLZ et al.,, 1999). In unselektierten Studien wird jedoch ein Rickgang der
mittleren Spermiendichte bestatigt. So wird zum Beispiel bei der Prifung der
Wehrdiensttauglichkeit in Danemark auch eine Samenanalyse durchgefihrt.
ANDERSEN et al. (2000) fassten diese Ergebnisse in einer Studie zusammen und
kam zu dem Ergebnis, dass 40% der untersuchten jungen déanischen Manner eine
mittlere Spermiendichte von unter 40 Mio./ml haben. Im Vergleich dazu wurde die
mittlere Spermiendichte der danischen Manner, die zwischen 1937 und 1949
geboren waren mit 63 Mio./ml bestimmt. Bei zwischen 1970 und 1974 geborenen nur
noch mit 52 Mio./ml. ANDERSEN et al. konnten somit einen Rlckgang der
Spermiendichte um 1,24% pro Jahr zeigen.

2.1.2 Fertilitatsstorungen/Sterilitat bei der Frau

Wie schon in den vorangegangenen Kapitel beschrieben, sind die Ursachen flr das
ausbleiben einer Schwangerschaft bei einem Paar zahlreich und vielschichtig. Nach
TAUBERT sind Fertilitatsstérungen bzw. Sterilitdt bei der Frau hauptséachlich durch
Zyklusstérungen (Anovulation und Corpus-luteum-Insuffizienz), Hormonstérungen
(z.B. Hypothyreose, Hyperprolaktinamie, adrenogenitales Syndrom), zervikale
Sterilitat, Uterushypoplasien, Eileitersterilitat, polyzystische Ovarien, Endometriose
und Tumoren begrindet (TAUBERT, 1998). Fir eine Reihe dieser Erkrankungen, wie
zum Beispiel Endometriose, Praeklampsie (ZUSTERZEEL et al., 2001) und
Schwangerschaftsdiabetes konnte unter anderem auch eine zu hohe Konzentration
an reactive oxygen species (ROS) verantwortlich bzw. ein Ungleichgewicht zwischen
reactive oxygen species und dem total antioxidant status (TAS) gemacht werden
(SHARMA et al., 2004). Auch andere Studien sehen die Endometriose als
Hauptursache flr Fertilitatsstérungen/Sterilitat bei der Frau (ESKENAZI et al., 1997;
PARAZZINI et al., 1999).

Bei Frauen scheint ebenfalls eine Raucheranamnese eine wesentliche Ursache von
Fertilitatsstérungen bzw. Sterilitdt zu sein. So konnten PASZKOWSKI et al. zeigen,
dass Zigarettenrauchen zu einem hoch signifikanten Anstieg der Lipidperoxidation im
praovulatorischen Follikel, hervorgerufen durch oxidativen Stress, fiihrt und der total
antioxidant status im Follikel signifikant abnimmt (PASZKOWSKI et al., 2002).
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Reactive oxygen species in der Follikelflissigkeit wirken sich negativ auf die
Entwicklung des Embryos aus (DAS et al., 2006).

Sicherlich spielt auch die Verlagerung der reproduktiven Phase der Frau ins héhere
Alter eine wesentliche Rolle (AGARWAL et al., 2005c).

2.2 Die historische Entwicklung von IVF und ICSI

Was am 25. Juli 1978 durch STEPTOE und EDWARDS (1978) mit der Geburt von
Louise Brown begann, namlich die Geburt des ersten durch in vitro Fertilisation (IVF)
gezeugten Kindes, hat sich nach FELDERBAUM et al. (1998) in den letzten Jahren,
zusammen mit der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSI) als Techniken
der Reproduktionsmedizin immer weiter etabliert und ist wissenschaftlich anerkannt
worden. Bis in Deutschland das erste Kind durch IVF geboren wurde dauerte es noch
bis 1981. Mit den Jahren konnte die in vitro Fertilisation immer weiter verbessert
werden (EDWARDS et al., 1983; STEPTOE et al.,, 1986), so dass schon in den
Jahren von 1982 bis 1993 allein in Deutschland 9871 Paaren mit Kinderwunsch
durch eine erfolgreiche in vitro Fertilisation geholfen werden konnte (FELDERBAUM
et al., 1998).

Ein weiterer groBer Schritt in der Reproduktionsmedizin war 1992 die Geburt des
ersten Kindes nach intrazytoplasmatischer Spermieninjektion (ICSI) durch
PALERMO et al (1992). Die Einflihrung dieser Methode hat die Erfolgsaussichten bei
Fertilitatsstérungen des Mannes entscheidend verbessert. Bereits ein Jahr spater
beschreiben VAN STEIRTEGHEM et al. (1993) die intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion (ICSl) als ein Verfahren, mit welchem sich die mannliche
Subfertilitdét gut therapieren lasst. Der zunehmende Stellenwert von ICSI zeigt sich
auch darin, dass laut den Angaben des Deutschen IVF-Registers im Jahre 2002
schon 37692 von 62306 aller Follikelpunktionen aufgrund einer ICSI-Behandlung
gemacht wurden.

Prinzipiell kann man sagen, dass es bei jeder Technik der Reproduktionsmedizin die
genaue Anamnese eine groBe Rolle spielt. Hierbei sollte vor allem auf frihere (evitl.
frustrane) Zyklen kunstlicher Befruchtung, friihere Schwangerschaften, Aborte und
Lebendgeburten sowie das Alter der Patientin eingegangen werden, um eine

bessere Planung von weiteren Behandlungszyklen zu erméglichen und die

16



Erfolgschancen besser abschatzen zu kdénnen und zu optimieren (KUPKA et al.,
2003).

2.3 Bedeutung der gemessenen Parameter flir die andrologische
Fertilitatsdiagnostik

Studien haben gezeigt, dass der Grund flir das wiederholte Ausbleiben einer
Schwangerschaft in der assistierten Reproduktion oft auf der vaterlichen Seite zu
finden ist (HAMMADEH et al., 1996; SANCHEZ et al., 1996; SHOUKIR et al., 1998).
Allerdings kann man nicht allein durch mannliche Parameter den
Schwangerschaftserfolg vorhersagen, der weibliche Faktor spielt ebenfalls eine

wesentliche Rolle.

2.3.1 Konventionelle Spermaanalyse

In einem Sonderdruck zum ersten Homburger Workshop zur assistierten Fertilisation
durch intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) empfiehlt HAMMADEH (1997)
bei andrologischer Subfertilitdt, ein klares Vorgehen, welches sich an den
Spermiogrammparametern orientiert. Er unterteilt die mannliche Subfertilitdt in drei

Gruppen:

Grad I: Leichtstorung:
Spermiogrammparameter in diesem Stadium:
e Spermiendichte: 10-20 Mio./ml
e Spermienmotilitat: 30-40%

e Spermienmorphologie: 16-20% normal

Als Therapieschema empfiehlt HAMMADEH in diesem Stadium:
Zunachst sechsmal intrauterine Insemination
> dann IVF
> falls 2x frustraner Embryotransfer - ICSI
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Grad II: Mittelstérung:
Spermiogrammparameter in diesem Stadium:
e Spermiendichte: 5-10 Mio./ml
e Spermienmotilitat: 20-30%

e Spermienmorphologie: 10-16% normal

Als Therapieschema empfiehlt HAMMADEH in diesem Stadium:
Zunachst dreimal intrauterine Insemination
> dann IVF
> falls kein erfolgreicher Embryotransfer - ICSI

Grad lll: Schwerstoérung:
Spermiogrammparameter in diesem Stadium:
e Spermiendichte: 0-5 Mio./ml
e Spermienmotilitat: 0-20%

e Spermienmorphologie: 0-10% normal

Als Therapieschema empfiehlt HAMMADEH in diesem Stadium:
Direkt ICSI
-> eventuell:  MESA (microsurgical epididymal sperm aspiration)
TESE (testicular sperm extraction)

2.3.2 Chromatinkondensation im Spermatozoenkopf

Auch wenn die Methoden der modernen Reproduktionsmedizin ohne Zweifel ein
Segen fir ungewollt kinderlose Paare sind, so sollte man doch erwahnen, dass
inbesondere bei der ICSI-Methode einige physiologische Selektionsbarrieren
umgangen werden, die Ublicherweise daflr sorgen, dass nur das beste Spermium
die Eizelle befruchten kann. Studien geben zu bedenken, dass durch dieses
Umgehen der physiologischen Selektion evtl. defektes vaterliches Erbgut in die
Oozyte eingebracht und so weitergegeben werden kann (IRVINE et al., 2000;
SAKKAS et al., 2000). Spermien von infertilen Mannern weisen haufig
Kernverdnderungen, wie zum Beispiel eine abnormale Chromatinstruktur,

Mikrodeletionen, chomosomales crossing-over und DNA-Strangbriiche auf
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(GERADO et al., 2000). Nach HAMMADEH et al. (1998) kénnen morphologisch
normale Spermien, wenn sie fehlerhaft kondensiertes Chromatin enthalten, zu
schlechten Fertilisationsraten fiihren. Auch andere Forschungsgruppen zeigten, dass
eine schlechte Chromatinkondensation eine negative Auswirkung auf die
Fertilisationsrate sowohl nach Geschlechtsverkehr (EVENSON et al., 1999; SPANO
et al., 2000) als auch nach IVF bzw. ICSI hat (ESTERHUIZEN et al., 2000; LOPES et
al., 1998b). Die Abortrate steigt nach EVENSON et al. ebenfalls (EVENSON et al.,
1999).

Eine gute Chromatinkondensation schitzt den Nucleus vor enzymatischem Abbau,
chemischen sowie physikalischen Einflissen, ist auBerdem Grundlage fir die
Formation des mannlichen Pronucleus (HAMMADEH et al., 1997b) und ist
Vorraussetzung fir die Interaktion der Spermien- mit der Eizell-DNA (HAMMADEH,
2000).

Insgesamt kann man somit feststellen, dass die Chromatinkondensation im
Spermatozoenkopf ein wesentlicher Faktor auf dem Weg zu einer erfolgreichen
Schwangerschaft darstellt, sowohl in der Reproduktionsmedizin (HAMMADEH et al.,
1998; GOPALKRISHNAN et al., 1999) als auch generell (EVENSON et al., 1999;
HACKER-KLOM et al., 1999; SPANO et al., 2000).

2.3.3 Apoptose und DNA-Integritat bei Spermatozoen

Die Apoptose bzw. der programmierte Zelltod, ist charakterisiert durch eine Serie von
morphologischen und chemischen Veranderungen, welche schlieBlich in einer
effizienten Elimination von Zellen resultiert (WYLLIE, 1980).

Studien mit Tieren haben gezeigt, dass die Apoptose der Mechanismus ist um
potentiell defekte Spermatozoen zu entfernen (SINHA HIKIM et al., 1998), somit ein
physiologischer Vorgang wahrend der Spermatogenese ist (KIERSZENBAUM, 2001;
KIM et al., 2002). Hierflr sprechen auch die Ergebnisse einer weiteren Studie,
welche besagen, dass von den theoretisch 4096 Spermatiden, die eine
Spermatogonie im mannlichen Hoden produzieren kann, nur etwa 100 Uberleben
(WOOLVERIDGE et al.,, 2000). Eine relativ hohe Apoptoserate wurde in
Hodenbiopsaten von infertlen Mannern mittels der TUNEL-Farbung und
morphometrischen Kriterien gemessen (LIN et al., 1997a, b). Die Arbeitsgruppe um
SHEN zeigte, dass der Anteil an apoptotischen Spermien bei Mannern mit
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Azoospermie oder schwerer Oligozoospermie signifikant hdher ist als bei normal
fertlen Mannern, was sie sich dadurch erklarten, dass bei den subfertlien Mannern
mehr Spermatozoen fir einen programmierten Zelltod markiert werden (SHEN et al.,
2002). Weiterhin differenzieren SHEN et al. zwischen einer friihen und einer spéaten
Apoptosephase. In der spaten Phase kommt es zur DNA-Fragmentation. Als
Hauptgriinde fir DNA-Schaden beim subfertilien Mann nennen SHEN et al. folgende
Grinde:

e Apoptose

e Oxidativer Stress

e fehlerhafte Chromatinkondensation

Auch MOUSTAFA et al. (2004) kommen zu dem Ergebnis, dass die Apoptoserate bei
Spermaproben von infertilen Patienten signifikant héher ist als bei Kontrollpatienten.
HAN-MING und Kollegen konnten zeigen, dass die DNA-Fragmentation in der spaten
Phase der Apoptose geschieht. Weiterhin fanden sie negative Korrelationen
zwischen der Apoptoserate und der Spermienmotilitat, der Spermienvitalitdt sowie
der morphologisch normalen Spermien (HAN-MING et al., 2002).

Im Rahmen einer prospektiven Kohortenstudie zur intrauterinen Insemination von
DURAN et al. (2002), kam es bei keiner der Spermaproben, die einen Anteil von
Spermatozoen mit DNA-Strangbriichen >12% hatten, zu einer Schwangerschaft.
Dies konnte durch eine Studie von BENCHAIB und Mitarbeitern bestéatigt werden. Sie
stellten eine signifikante Abnahme der Schwangerschaftsrate bei den ICSI-Patienten
fest, sobald der Anteil der Spermien mit fragmentierter DNA >10% war, (BENCHAIB
et al., 2003). Dass sich dieser Zusammenhang nur bei den ICSI-Patienten erheben
lieB, wohingegen die Schwangerschaftsrate bei den IVF-Patienten nicht signifikant
von der Anzahl der Spermien mit fragmentierter DNA abhing ist wohl damit zu
erklaren, dass bei der IVF-Therapie die bereits erwahnten physiologischen

Selektionsmechanismen nicht umgangen werden.
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2.3.4 Auswirkung von Oxidantien (ROS) auf die mannliche Fertilitat

Unter reactive oxygen species (ROS) versteht man freie Radikale, die eine oder
mehrere unpaarige Elektronen besitzen. SANOCKA et al. (2004) nennen einige
Beispiele: Hydroxylradikale, Hydrogenperoxid, Superoxidanionen, Peroxide,
Peroxidradikale, Stickstoffoxid und Stickstoffdioxid. Hauptquellen fir ROS sind unter
anderem Leukozyten (ZALATA et al., 1995; LEMKECHER et al., 2005) und unreife
Spermatozoen (GARRIDO et al., 2004). Die Mdglichkeit, dass Reactive oxygen
species einen Einfluss auf die Fertilitat haben kénnte, wurde wahrscheinlich erstmals
1943 von MACLEOD vermutet (MACLEOD, 1943). Heute wei3 man anhand der
Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen, dass ROS zu einer Schadigung der
Plasmamembran von Spermien durch Lipidperoxidation fihren (ALVAREZ et al.,
1987; AITKEN et al., 1989a, b; IWASAKI et al., 1992; KOKSAL et al., 2003). Die
Lipide, aus denen die Plasmamembran von Spermien hauptsachlich aufgebaut ist,
sind auch an der Spermatogenese, der Akrosomreaktion und dem
Befruchtungsvorgang beteiligt. Wird die Plasmamembran geschadigt, zum Beispiel
durch eine zu hohe ROS-Konzentration im Seminalplasma, so kommt es zu einer
Peroxidation der Membranlipide und dadurch zu Stérungen der o. g. Vorgéange
(GARRIDO et al., 2004; SANOCKA et al., 2004). Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass ROS in der DNA zu Strangbrichen fihren (HUGHES et al., 1996,
1999; KODOMA et al., 1997; LOPES et al., 1998 a; TWIGG et al., 1998 a, b), welche
bei Spermatozoen von infertilen Mannern signifikant haufiger vorkommen als bei
fertlien Kontrollpatienten (KODAMA et al., 1997; MOUSTAFA et al., 2004).
Verschiedene Studien haben die DNA-Struktur und -Integritat im mannlichen Sperma
untersucht und sind zu dem Ergebnis gekommen, dass ein hoher Anteil an Spermien
mit DNA-Schaden, hervorgerufen zum Beispiel durch eine hohe ROS-Konzentration,
einen negativen Effekt auf die Schwangerschaftsrate in der Reproduktionsmedizin
hat (LARSON et al., 2000; MORRIS et al., 2002; TOMSU et al., 2002; BENCHAIB et
al., 2003).
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2.3.5 Auswirkung von Antioxidantien auf die mannliche Fertilitat
Wenn man die unter Kapitel 2.3.4 beschriebenen Auswirkungen von ROS auf die
mannliche Fertilitdt bedenkt, kénnte die Behandlung von infertilen Mannern mit
Antioxidantien ein therapeutischer Ansatz sein, da diese den durch ROS
verursachten Schaden begrenzen. So konnte ALVAREZ et al. (1987) zeigen, dass
mit steigendem total antioxidant status, die Schadigung der Membran durch
Lipidperoxidation abnimmt. Ascorbinsdure (Vitamin C) ist ein hoch potentes
wasserldsliches Antioxidans, das im Seminalplasma in einer etwa zehnfach héheren
Konzentration als im Serum vorkommt (JACOB et al. 1992). Die Konzentration von
Ascorbinsaure im Plasma lasst sich durch die tagliche Gabe von 1g Vitamin C mehr
als verdoppeln (WEN et al.,, 1997). Weiterhin hat die Vitamin C Konzentration im
Seminalplasma einen positiven Einfluss auf die Anzahl der normomorphen Spermien
(THIELE et al., 1995). Auch konnte gezeigt werden, dass bei Samenproben mit einer
hohen ROS Konzentration, die Ascorbinsdurekonzentration signifikant erniedrigt war
(LEWIS et al., 1997).

Andererseits ist zu erwagen, dass durch eine antioxidative Therapie, welche die
ROS-Konzentration zu stark senkt, die Spermienfunktion und damit die Fertilitat
verschlechtert werden kann, da eine gewisse Menge an ROS nach AITKEN et al.
(1994) fur bestimmte Stoffwechselprozesse, wie zum Beispiel die Signaltransduktion,
die antimikrobielle Immunabwehr, die Regulation von Genen, das zellulare
Wachstum und den Vasotonus, von Bedeutung zu sein scheint.

2.3.5.1 Total antioxidant status (TAS)

Sowohl im Spermium als auch im Seminalplasma sind antioxidativ wirksame
Systeme vorhanden, die der schadigenden Wirkung der reactive oxygen species
entgegenwirken, und unter dem Begriff total antioxidant status zusammengefasst
werden. Ein Ungleichgewicht zwischen reactive oxygen species (ROS) und total
antioxidant status (TAS) im Seminalplasma flhrt zu oxidativem Stress und schlieBlich
durch eine Schadigung der Spermatozoen (SHEWEITA et al., 2005) zu
Fertilitatsproblemen beim Mann (SHARMA et al., 1999). Es konnte belegt werden,
dass bei infertlen Mannern im Vergleich zu fertlen Méannern ein signifikant
erniedrigter TAS zu finden war (SMITH et al., 1996; LEWIS et al., 1997).
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Im Folgenden wird nur auf die im Rahmen dieser Studie untersuchten Antioxidantien

néher eingegangen.

2.3.5.2 Zink und Selen

Da das Ejakulat die Kdrperflissigkeit mit der hdchsten Zinkkonzentration ist, scheint
es im mannlichen Geschlechtstrakt eine besondere Rolle zu spielen. Seine héchste
Konzentration im ménnlichen Reproduktionstrakt hat Zink in der Prostata (ABOU-
SHAKRA et al., 1989). Zink werden verschiedene Funktionen zugeschrieben. So soll
es neben einer antibakteriellen Wirkung (FAIR et al., 1976), die Produktion von ROS
unterdriicken (GAVELLA et al., 1998). Zink hat neben anderen Faktoren auch einen
wesentlichen Einfluss auf die Chromatinkondensation und damit auf die
Fertilisationskapazitat der Spermien (KRAMER et al., 1997). AuBerdem wird Zink ein
positiver Einfluss auf die Spermienmotilitdt zugeschrieben (SKANDHAN, 1981).
OLDEREID und Kollegen konnten zeigen, dass es eine signifikante positive
Korrelation zwischen der Zink- und der Selenkonzentration im Ejakulat gibt, woraus
er schloss, dass die Prostata eine wesentliche Rolle in der Sekretion von Zink und
Selen spielt. Weiterhin fand er einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Selenkonzentration im Seminalplasma und der Spermiendichte (OLDEREID et al.,
1998). Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass ein Mangel an Selen sich negativ
auf die Spermienmotilitdt auswirkt, auBerdem fand man gehauft Defekte vor allem
des Mittelstlicks der Spermien und abnormale Spermienformen insbesondere im
Bereich des Spermienkopfes (WATANABE et al., 1991). Selen hat ebenso eine
schitzende Funktion fir das Spermium gegenilber der schadigenden Wirkung von
reactive oxygen species (ROS), indem es als Cofaktor der Glutathion-Peroxidase als
das Selenoprotein Phospholipidhydroperoxid-Glutathion-Peroxidase agiert. In dieser
Rolle hilft es auch die strukturelle Integritat der Spermien, vor allem des Mittelstlicks,
zu schitzen (STRAUSS, 1999).
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2.3.5.3 Vitamin Aund E

Vitamin E wurde 1922 von EVANS und BISHOP entdeckt und ist ein Sammelbegriff
fir alle Tocol- und Tocotrienol-Derivate, die qualitativ die biologische Aktivitat von
alpha-Tocopherol besitzen. Alpha-Tocopherol (Vitamin E) ist lipidldslich und hat vor
allem eine antioxidative Wirkung an der Zellmembran (FORD und WHITTINGTON,
1998), wo es Superoxidanionen, Hydroxylradikale und Hydrogenperoxid direkt
neutralisiert (AGARWAL et al., 2004; SHARMA et al., 2004).

Im Sperma ist ein Protein-Vitamin E Komplex enthalten, das sogenannte non-specific
sperm agglutinin (NSSA). Es existiert in zwei Formen. In seiner oxidierten Form kann
es nicht an Spermatozoen binden, in seiner reduzierten Form jedoch bindet es an
Spermien und verhindert deren Verklumpen und verbessert so die Spermienmotilitat.
Vitamin C hat einen antioxidativen Effekt auf NSSA und halt es in seiner reduzierten
Form.

Vitamin A, auch ein fettldsliches Vitamin, ist wichtig fir den Reifungsprozess der
Spermatozoen auf ihrem Weg durch den Nebenhoden. Vitamin A schitzt ebenfalls
die Spermien vor ROS. Es kann an Spermien binden und wird mit in die Eizelle bei
der Befruchtung aufgenommen, wo es fir die friihe Entwicklung der Embryonen

wichtig ist.
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2.4 Eigene Fragestellung

Gegenstand der vorliegenden Studie ist es, die Auswirkungen und Zusammenhéange
von reactive oxygen species (ROS) und des total antioxidant status (TAS) im
Seminalplasma und im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation von fertilen und
subfertilen Mannern zu klaren. Ein spezielles Augenmerk soll hierbei auf den Einfluss
von ROS und TAS auf die Parameter der konventionellen Spermienanalyse, die
Spermienmorphologie, die Chromatinkondensation im  Spermienkopf, die
Apoptoserate der Spermien und schlieBlich auf die Fertilisations- und
Schwangerschaftsrate bei IVF- und ICSI-Patienten gelegt werden.

Um dies zu erdértern, werden als Parameter der konventionellen Spermienanalyse vor
Aufbereitung Messungen zu Volumen, pH-Wert, Cyturtest, MAR-Test durchgefihrt,
und es werden vor und nach Spermienaufbereitung Dichte, Motilitdt, Morphologie,
Spermienvitalitdt mittels Eosin- und HOS-Test bestimmt. Weiterhin werden der
Chromatinkondensationsstatus (CMAs-Farbung) und die Apoptoserate (TUNEL-
Farbung) vor und nach Aufbereitung beurteilt. Als zentrale Messungen werden im
Rahmen der  vorliegenden Arbeit die Oxidantien- (ROS) und
Antioxidantienkonzentration (TAS, Vitamin A und E, Selen, Zink) im Seminalplasma
und im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation bestimmt.

Zusammenfassend ergibt sich folgende Fragestellung:
e Welche Auswirkungen haben ROS und TAS auf die konventionelle

Spermaanalyse und die Spermienmorphologie?

e Welche Auswirkungen haben ROS und TAS auf die Chromatinkondensation
und die Apoptoserate bei Spermatozoen?

e Welche Auswirkungen haben ROS und TAS auf die Fertilisations- und
Schwangerschaftsrate?

e Wie kdnnten vor dem Hintergrund der Ergebnisse dieser und anderer Studien
die Techniken der modernen Reproduktionsmedizin optimiert werden?
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3. Material und Methodik

3.1 Patienten

Fir diese Studie werden die Spermaproben von 87 Mannern (IVF n=36; ICSI n=51),
welche sich in der Kinderwunschsprechstunde der Frauenklinik der Universitat des
Saarlandes mit ihren Partnerinnen vorstellten, untersucht.

Die Proben wurden tber den Zeitraum von April 2004 bis April 2005 gesammelt.

3.2 Konventionelle Spermaanalyse

Als wichtiger Bestandteil der Ursachenforschung bei unerfilltem Kinderwunsch wird
routinemaBig bei allen Paaren, die sich in der Kinderwunschsprechstunde der
Universitatsfrauenklinik  vorstellen, ein konventionelles Spermiogramm vom
Fachpersonal durchgefuhrt. Das Ejakulat wird nach dreitédgiger sexueller Karenz
durch Masturbation in einen sterilen Einmal-Kunststoffbecher mit Deckel gewonnen.
Die durch die Spermaanalyse ermittelten Werte werden in der Frauenklinik der
Universitat des Saarlandes in einem standardisierten Datenerhebungsbogen erfaBt
und wurden retrospektiv fir diese Arbeit erhoben. Ausgeschlossen von dieser
Routineanalyse sind die Spermienmorphologie, die Fluoreszenzfarbungen, die ROS-
und TAS-Messung, sowie die Bestimmung der Vitamin A, E, Zink- und Selen, die
eigens fur diese Studie durchgefihrt wurden.

Zu diesem Zweck werden sechs zusatzliche Ausstrichpraparate vor der Aufbereitung,
sowie sechs nach der Aufbereitung angefertigt, luftgetrocknet und mit Fixationsspray
(Merckofix, Merck, Darmstadt) fixiert. AuBerdem werden von jedem Patienten, zwei
Konustuben Seminalplasma des nativen Ejakulats nach Verfllissigung, sowie zwei
Konustuben des Materials eingefroren, welches sich als Ring nach
Dichtegradientenzentrifugation des nativen Spermas zwischen der PureSperm-
Lésung-A (40%) und der -Lésung-B (80%) ablagert.
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3.2.1 Volumenbestimmung

Laut WHO-Bestimmungen liegt der Normwert des Volumens bei mindestens 2 ml
(WHO, 1999). Die abgegebene Spermaprobe wird nach 20 minltiger Verflissigung
auf einer Warmeplatte (37°C), in ein steriles graduiertes Konusrdhrchen (PP-Test
tubes Cellstar, Greiner, Bio-One GmbH, Frickenhausen) geflllt und das Volumen

abgelesen.

3.2.2 Bestimmung des pH-Wertes

Der Normwert fir den pH-Wert liegt zwischen 7,2 und 7,8 (WHO, 1999). Zur
Bestimmung des pH-Wertes wird das Ejakulat auf ein spezielles Indikatorpapier
(Testbereich zwischen pH 6,5 und 10,0; Merck, Darmstadt) aufgetragen und kann

nach 30 Sekunden mit dem Kalibrationsstreifen verglichen werden.

3.2.3 Cyturtest

Der Cyturtest wird eingesetzt um die Esterasenaktivitit von Granulozyten
nachzuweisen. Der Indoxylester des Teststreifens (Combur?Test LN, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) wird durch die Esterasen zu Indoxyl gespalten,
welches dann mit einem Diazoniumsalz zu einem violetten Farbstoff reagiert. Zwei
Minuten nachdem man den Teststreifen in das Ejakulat eingetaucht hat kann man
das Ergebnis ablesen. Es gibt drei Abstufungen der Farbreaktion, die mit einer
Referenztafel auf der Packung verglichen werden.

3.2.4 Martest (mixed antiglobulin reaction test)

Der Martest (SpermMar IgG Test, FertiPro, Beernem, Belgien) dient der Detektion
von auf der Spermienoberflache gebundenen IgG-Antikérpern. Die Lagerung des
Testkits erfolgt im Kihlschrank bei zwei bis acht Grad Celsius.

Das Testkit besteht aus zwei Teilen:
1. SpermMar Latex Partikel
Eine Suspension von Polystyren-Latex-Teilchen mit einem Durchmesser von

ca. zwei Mikrometern, die mit humanem IgG bedeckt sind.
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2. SpermMar Antiserum
Ein gegen das Fc-Fragment von humanem IgG gerichtetes monospezifisches

Antiserum.

Auf einem Objekttrager werden zunachst 10ul der Latex-Suspension und 10pl
unbehandeltes liquefiziertes Ejakulat vermischt. Dann gibt man 10ul Antiserum hinzu
und deckt das Praparat mit einem Deckglaschen ab. Drei Minuten spater betrachtet
man den Objekttrager unter einem Lichtmikroskop (Model CHS, Olympus Optical Co
LTD, Japan) mit 400facher VergréBerung. Wird zu diesem Zeitpunkt noch keine
Reaktion festgestellt, wird das Praparat nach weiteren sieben Minuten erneut
beurteilt. Es werden 100 bewegliche Spermien ausgezahlt. IgG-AK freie Spermien
bewegen sich ungehindert zwischen den Latexpartikeln. Spermien, welche auf ihrer
Oberflaiche mit IgG Antikérper bedeckte Latex Partikel gebunden haben,
agglutinieren mit der Zeit durch das gegen das Fc-Fragment gerichtete Antiserum. Es
werden 100 Spermien ausgezahlt und der Prozentsatz derer errechnet, die an
Latexpartikel gebunden sind. Betrifft dies mehr als 50 % der Spermatozoen, gilt die
Reaktion als pathologisch (WHO, 1999).

3.2.5 Vitalitatstests

3.2.5.1 Eosintest

Mit Hilfe des Eosintests werden tote Spermien selektiv angefarbt. Er dient also dazu
tote von vitalen Spermien zu unterscheiden. Der Test macht sich zu Nutzen, das der
Eosinfarbstoff die Plasmamembran von toten Spermien passieren kann, wahrend
dies bei vitalen Spermien nicht mdglich ist

Zur Durchfihrung des Tests bendtigt man 10ul frisches Ejakulat, das zusammen mit
einem Tropfen einprozentiger Eosinlésung (Klinikapotheke, Uniklinik Homburg) auf
einen Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckglaschen abgedeckt wird. Unter
dem Mikroskop (Model CHS, Olympus Optical Co LTD, Japan) werden bei
400facher VergréBerung im Hellfeld oder mit Phasenkontrast nach ein bis zwei
Minuten 100 Spermien ausgezahlt. Dabei entsprechen die farblosen Spermien den
vitalen und die rot gefarbten den toten Spermien. Nach Angaben der WHO sollte die
Zahl der rot gefarbten Spermien nicht mehr als 25% betragen (WHO, 1999). Vitale
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aber unbewegliche Spermien lassen sich von toten Spermien durch den Eosintest
gut unterscheiden.

3.2.5.2 Hypoosmotischer Schwelltest (HOS-Test)

Mit dem HOS-Test steht neben dem Eosintest ein weiterer Test zur Verfligung die
Spermienvitalitdt zu beurteilen. Er beruht darauf, dass es unter hypoosmotischen
Bedingungen aufgrund der Semipermeabilitdt der intakten Spermienmembran zu
einem Hydrops des Spermiums kommt. Zu sehen ist dies an einer Anderung der
Schwanzform. Zur Durchfihrung des HOS-Tests benétigt man eine Schwelllésung,
zu deren Herstellung werden 1,47g Trinatriumzitrat (Merck, Darmstadt) in 100 ml
aqua dest. (Seromed, Berlin) geldst und mit 2,759 Fructose (Merck, Darmstadt)
ebenfalls gelést in 100 ml aqua dest. gut durchmischt. Indem man jeweils einen
Milliliter diese Lésung in EppendorfgefaBe (500 PP-Microzentrifuge tube 1,5 ml,
Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen) flllt und bei -20 °C einfriert, kann die
Haltbarkeit der Schwelllésung auf drei Monate verlangert werden.

Der HOS-Test wird vor und nach der Spermaaufbereitung folgendermaBen
durchgefihrt. Es wird ein Milliliter der Schwelllésung auf 37 °C erwarmt und mit 100
ul Sperma durchmischt. Das Eppendorfgefa mit dem Gemisch wird nun bei 37 °C
fir mindestens 30 min, jedoch nicht langer als 90 min inkubiert. Zur Beurteilung
werden 10pl der Lésung auf einen Objekttrager aufgebracht mit einem Deckglaschen
bedeckt und anschlieBend bei 400facher Vergr6Berung unter dem Hellfeld- bzw.
Phasenkontrast-Mikroskop (Model CHS, Olympus Optical Co LTD, Japan) betrachtet.
Spermien mit geschwollenem Schwanzteil sind vital, solche bei denen es zu keiner
Schwellung kam, sind abgestorben. Nachdem man zweimal 100 Spermatozoen
ausgezahlt und den Anteil derer mit geschwollenem Schwanzteil bestimmt wurde,
errechnet man daraus den Mittelwert. Wenn 60% oder mehr der Spermienschwanze
anschwellen gilt der HOS-Test als normwertig.

3.2.6 Bestimmung der Spermatozoendichte

Die Bestimmung der Spermiendichte erfolgt vor und nach der Spermienaufbereitung
mittels einer Maklerkammer (MAKLER, 1980). Es handelt sich dabei um eine

Zahlkammer, die durch 10 mal 10 Quadrate geteilt ist um das Auszahlen der
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Spermien zu erleichtern. Hierzu werden 10ul des verflissigten Spermas in die
Vertiefung der Zahlkammer pipettiert und anschlieBend bei 200facher VergrdBerung
drei mal jeweils 10 Quadrate ausgezahlt. Der aus diesen drei Werten gebildete
Mittelwert gibt dann die Spermiendichte in Millionen pro Milliliter an. Die
Spermatozoendichte sollte laut WHO (1999) mindestens bei 20 Millionen Spermien

pro Milliliter liegen um im Normbereich zu sein.

Abb. 3.1, 3.2 Maklerkammer

3.2.7 Bestimmung der Spermienmotilitat
Die Bestimmung der Spermienmotilitat erfolgt ebenfalls vor und nach Aufbereitung
des Spermas. Auch hierzu werden die Spermatozoen mit Hilfe einer Maklerkammer
betrachtet.
Es werden vier Kategorien der Spermienmotilitdt unterschieden (WHO, 1999):

A) schnell und linear progressiv beweglich

B) langsam und linear oder trage und nicht linear beweglich

C) nicht progressiv beweglich

D) nicht beweglich
Globale Beweglichkeit (Kategorie A und B) sollte bei mindestens 50% der Spermien
vorliegen, wovon mindestens 30% progressiv beweglich (Kategorie A) sein sollten.
Nachdem 10yl verflissigtes Sperma in die Vertiefung der Z&dhlkammer gegeben
wurden, werden 100 Spermatozoen ausgezahlt und entsprechend ihrer Motilitat einer
Kategorie zugeordnet. Das Auszéahlen wird noch einmal wiederholt und der Mittelwert
aus jeder Kategorie gebildet.
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3.3 Spermienmorphologie

3.3.1 Modifizierte Farbung nach Papanicolaou

Die modifizierte Farbung nach Papanicolaou (PAPANICOLAQOU, 1942; WHO, 1999)
dient dazu die Spermien hinsichtlich ihrer Morphologie beurteilen zu kénnen. Im
Anschluss an die Farbung werden die Ausstrichpraparate unter Beriicksichtigung der
Strict-Tygerberg-Kriterien (KRUGER et al., 1986) ausgewertet. Da die Farbung nach
Papanicolaou aus vielen Einzelschritten besteht (Tab. 3.1) wird sie nach
standardisierten Kriterien maschinell (Varistain 24-4, SHANON, Cheshire, England)
durchgefihrt. Im AnschluB3 an die Farbung werden die Ausstrichprédparate mit einer
Lésung von Polymeren in Xylol (Entellan neu, Merck, Darmstadt) und einem
Deckglaschen abgedeckt und kénnen nun hinsichtlich ihrer Morphologie beurteilt

werden.

Tab. 3.1 Standardisierte und modifizierte Farbung nach Papanicolaou

Reagenz

Zeit

80% Ethanol (Merck, Darmstadt)

2 x 1 min eintauchen

Aqua dest. (Seromed, Berlin)

1 min eintauchen

Hamatoxylin Lésung (Merck, Darmstadt)

3 min eintauchen

Aqua dest. (Seromed, Berlin)

2 X 1 min eintauchen

Fliessend wassern

2 x 3 min

70% Ethanol (Merck, Darmstadt)

1 min eintauchen

95% Ethanol (Merck, Darmstadt)

2 x 1 min eintauchen

Orange Il Lésung (Merck, Darmstadt)

3 min eintauchen

>99,8% Ethanol (Roth, Karlsruhe)

1 min eintauchen

95% Ethanol (Merck, Darmstadt)

1 min eintauchen

>99,8% Ethanol (Roth, Karlsruhe)

1 min eintauchen

Polychromlésung EA 50 (Merck, Darmstadt)

3 min eintauchen

>99,8% Ethanol (Roth, Karlsruhe)

2 x 1 min eintauchen

95% Ethanol (Merck, Darmstadt)

1 min eintauchen

>99,8% Ethanol (Roth, Karlsruhe)

1 min eintauchen

Xylol (Merck, Darmstadt)

4 x 1 min eintauchen
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3.3.2 Beurteilung der Spermienmorphologie
Die Spermienmorphologie wird unter zu Hilfenahme eines standardisierten
Auswertungsbogens vor und nach der Aufbereitung beurteilt. Es werden jeweils 100
Spermatozoen unter einem Olimmersionsobjektiv bei 100facher VergréBerung
ausgezahlt. Als normomorph werden solche Spermien erfasst, die folgende Kriterien
erfullen:

e Kopf: 3-5um lang und 2-3um breit

e Akrosom: sollte 40-70% des Kopfes einnehmen

e Mittelstick: muss frei von zytoplasmatischen Anhangseln sein, sollte die

1,5fache Lange des Kopfes haben und axial angeheftet sein.

e Schwanz: sollte diinner als das Mittelstlick und 45um lang sein

E

Abb. 3.3 Spermien gefarbt nach Papanicolaou
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3.4 Chromomycin A; (CMA;) Farbung

Mit Hilfe der Chromomycin A; (CMAz) Farbung ist es mdglich eine Aussage Uber die
Chromatinkondensation im Spermatozoenkopf zu treffen.

3.4.1 Vorbereitung

Zunachst werden die Ausstriche auf den Objekttradgern fixiert. Hierzu wird eine
Glasklvette mit 150ml Methanol (Merck, Darmstadt) und 50ml Eisessigsaure (Merck,
Darmstadt) geflllt und die Praparate fir 15 Minuten darin eingetaucht. AnschlieBend
werden sie unter dem Abzug getrocknet.

Die Farbelésung wird aus 20mg CMA; (C-2659, Sigma, St. Louis, USA) gelbst in
80ml PBS hergestellt und kann im Kiihlschrank bei 4°C flir ca. vier Wochen gelagert

werden.

3.4.2 Durchfiihrung der Chromomycin A; (CMA;3) Farbung

Die CMA; Farbung sowie die spatere Auswertung der Ausstrichpaparate sollte unter
Lichtausschluss durchgefuhrt werden, da der Fluoreszenzfarbstoff unter Belichtung
sehr schnell ausbleicht.

Jeder Objekttrager wird mit 100ul der CMA3; Farbelésung beschichtet und in einer
feuchten Kammer fir 20 Minuten inkubiert. Der Uberschlssige Farbstoff wird durch
Abspilen der Objekttrager mit PBS entfernt. AnschlieBend werden die Objekttrager
mit Glycerin (Merck, Darmstadt) und einem Deckglaschen eingedecki.

3.4.3 Auswertung

Die Beurteilung der Chromatinkondensation erfolgt vor und nach der
Spermienaufbereitung. Hierzu bendtigt man ein Fluoreszenzmikroskop mit
verschiedenen Exzitationsfiltern (Model CHS mit Aufsatz BH2-RFCA, Olympus
Optical Co LTD, Japan). Die Ausstrichpraparate werden bei 100facher VergréBerung,
noch am gleichen Tag, unter einem 490 nm Exzitationsfilter mit Immersionsdl (Merck,
Darmstadt) betrachtet. Es werden jeweils 200 Spermatozoen pro Praparat

ausgezahlt und anhand ihrer Fluoreszenz zwei Gruppen zugeordnet: fluoreszierende
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und nicht fluoreszierende Spermien. Spermien mit starker Fluoreszenz haben
schlecht kondensiertes Chromatin.

Abb. 3.4 Spermien gefarbt mit CMA;

3.5 Beurteilung von Apoptose und DNA-Integritat

3.5.1 Allgemeines

Grundsétzlich kann man zwei Arten von Zelltod unterscheiden: Nekrose und
Apoptose. Unter Nekrose versteht man einen pathologischen, passiv ablaufenden
Prozess, welcher sich ereignet, wenn die Zelle einer physikalischen, mechanischen
oder chemischen Noxe ausgesetzt ist. Dadurch kommt es zu einer Verletzung der
Zellmembran und durch das entstehende osmotische Ungleichgewicht zu einer
Zerstérung der Zelle. Apoptose dagegen bezeichnet den programmierten Zelltod,
einen physiologischen Vorgang, der eine wichtige Rolle bei der Homdostase von
Geweben und der Eliminierung alter oder defekter Zellen spielt. Der Begriff wurde
erstmals 1972 von den Wissenschaftlern KERR, WYLLIE und CURRIE verwendet. Er
setzt sich aus den griechischen Wértern apo (ab, weg, los) und ptosis (Fall)
zusammen und bezeichnet im Griechischen das Abfallen der Blatter von den
Baumen.

Zellen, welche die Apoptose durchlaufen, zeigen typische morphologische
Veranderungen (KERR et al., 1972; WYLLIE et al., 1980):

1. Normale Zelle

2. Mit Beginn der Apoptose I6st sich die Zelle aus dem Zellverband und startet
mit der Kondensierung des Cytoplasmas wodurch sie zu schrumpfen beginnt

3. Das Chromatin verdichtet sich und die Zellmembran bildet Blasen
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4. Es werden membranumgebende Vesikel, sog. ,apoptotic bodies“ abgeschniirt
5. Zellen des Immunsystems eliminieren diese, ohne das Hervorrufen einer

Entziindungsreaktion (im Gegensatz zur Nekrose)

AuBerdem ist fir die Apoptose die Fragmentierung der DNA durch eine
Endonuklease (Enzym CAD (Caspase Activated DNAse) auf biochemischer Ebene
charakteristisch, welche die DNA zwischen den Nukleosomen, in den sog. Linker-
Regionen spaltet. Hieraus entstehen DNA-Fragmente mit einer Lange von ca. 180 bp
bzw. einem Vielfachen davon, da jedes Nukleosom von einem DNA-Strang von ca.
180 bp umgeben ist. Bei der elektrophoretischen Trennung wiirde man das typische
~otrickleitermuster” erhalten (WYLLIE et al., 1980; ARENDS et al., 1990; COMPTON,
1992). Hiermit kann man aber im Gegensatz zur TUNEL-Farbung keine Aussage
Uber die Apoptose in einzelnen Zellen getroffen werden.

3.5.2 TUNEL-Farbung

Die TUNEL-Farbung (Terminal deoxynucleotidyl transferase [TdT] mediated dUTP
nick end labeling) ermdglicht es durch Apoptose entstandene DNA-Strangbriiche in
den Spermatozoen prazise und schnell zu markieren. Der TUNEL-assay wurde
erstmals von GAVRIELI und Mitarbeitern (1992) durchgefthrt. An die durch die DNA-
Fragmentierung entstandenen freien 3'OH Enden von DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriichen werden mittels des Enzyms Terminale
Desoxynucleotidyltransferase (TdT) mit Digoxigenin gekoppelte Nucleotide dUTP
(desoxyUridintriphosphat) gebunden. AnschlieBend wird in einer Antigen-Antikdrper-
Reaktion, Anti-Digoxigenin, welches an Fluorescein gebunden ist, an das
Digoxigenin gebunden. Nach Koppelung von Fluorescein sind die markierten

Strangbriche direkt im Fluoreszenzmikroskop zu erkennen.

3.5.2.1 Vorbereitung
Um die zlgige Durchfihrung des TUNEL-assays zu garantieren, ist es sinnvoll einige
Reagenzien vorzubereiten:

e Fixation solution: 4% Paraformaldehyd in PBS, pH 7,4

e Permeabilisation solution: 0,1% Triton X-100 in 0,1% Sodium Citrate
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e TUNEL reaction mixture: Um 500 pl TUNEL reaction mixture zu erhalten,
werden 50 yl Enzyme solution mit 450 ul Label Solution gut gemischt.

Fir alle Ldésungen gilt, dass sie unmittelbar vor Gebrauch zubereitet und nicht

gelagert werden sollten. AuBerdem sollte der TUNEL reaction mixture bis zum

Aufbringen auf die Praparate in Eis aufoewahrt werden.

3.5.2.2 Durchfuihrung der TUNEL-Farbung

Die TUNEL-Farbung wurde mit dem In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein
durchgefliihrt (Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany). Die Arbeitsanleitung
dieses Kit’s richtet sich nach der Puplikation von SGONC und Mitarbeitern (1994).
Zunachst werden die luftgetrockneten Ausstrichpraparate flr eine Stunde in der
Fixation Solution bei 15-25 °C fixiert. Die Fixationslésung wird durch Abspllen der
Praparate mit PBS entfernt. AnschlieBend wird auf die Objekttrager die
Permeabilisation solution gegeben und fir 2 Minuten bei 2-8 °C inkubiert. Dann
werden die Ausstriche zweimal in PBS getaucht und so von jeglichen Resten der
Permeabilisations- bzw. Fixationslésung befreit. Jetzt kann man die
Ausstrichpraparate kurz abtropfen lassen bzw. kurz mit einer Kante auf Zellstoff
halten, so dass Uberschiissiges PBS entfernt wird bevor man auf jeden Objekttrager
50 pl des vorbereiteten TUNEL reaction mixture gibt. Um eine homogene Verteilung
der TUNEL reaction mixture zu gewahrleisten und eine Austrocknung der Praparate
zu vermeiden, werden die Objekttrager mit einem Deckglaschen wahrend der
Inkubation abgedeckt. Die Inkubationszeit betragt 60 Minuten bei 37 °C in einer
feuchten Kammer unter LichtausschluB. Nachdem man die Spermienausstriche
dreimal in PBS getaucht hat um die TUNEL reaction mixture zu entfernen, werden
die Objekttrager mit Glycerin (Merck, Darmstadt) und einem Deckglaschen
eingedeckt und kénnen nun direkt unter einem Fluoreszenzmikroskop mit einer

Wellenlange von 450-500 nm betrachtet werden.

3.5.2.3 Auswertung

Zur Beurteilung der Apoptose der einzelnen Spermienzellen werden jeweils 200
Spermien pro Ausstrich vor und nach Aufbereitung unter einem
Fluoreszenzmikroskop (AX-70, Olympus Optical Co., LTD, Japan) mit verschiedenen
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Exzitationsfiltern im Wellenlangenbereich von 450-500 nm ausgezahlt. Sie werden
dabei mit 100facher VergréBerung unter zu Hilfenahme von Immersionsél (Merck,
Darmstadt) betrachtet. Die Spermatozoen werden anhand ihrer Fluoreszenz in zwei
Gruppen eingeteilt, wobei fluoreszierende Spermien apoptotisch sind und nicht
fluoreszierende keine DNA-Strangbriiche aufgrund von Apoptose aufweisen. Wie
auch schon bei der CMA; Farbung sollten auch hier die einzelnen Areale auf dem
Objekttrager nicht zu lange belichtet werden um ein Ausbleichen des Praparates zu

vermeiden.

Abb. 3.5 Spermien in der TUNEL-Férbung

3.6 Zentrifugation des Spermas fir weitere Messungen
FUr die weiteren Messungen wurde das liquefizierte Ejakulat fir 20 Minuten bei 250 x

g zentrifugiert. Hierbei bilden sich 3 Fraktionen.
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3.7 Reactive oxygen species (ROS)

Spermatozoen sind, wie auch andere Zellen und Gewebe, gegeniber oxidativem
Stress verursacht durch freie Sauerstoff Radikale empfindlich. Es entstehen Peroxide
und Hydroperoxide, die mit Zellbestandteilen reagieren und diese schadigen kénnen,
sofern die freien Radikale nicht durch z.B. Antioxidantien (Vitamin-A und -E, Zink,
Selen) deaktiviert werden. Der OxyStat Testkit (OxyStat, Kat. Nr. BI-5007, Biomedica
Medizinprodukte GmbH & Co KG, Wien, Deutschland), der fir diese Studie benutzt
wurde, misst die gesamte Peroxidkonzentration einer Probe. Hierzu bedient er sich
einer kolorimetrischen Methode, wobei die Ergebnisse in direktem Zusammenhang
mit den freien Radikalen und den Peroxiden stehen. Das Testprinzip beruht darauf,
dass die biologischen Peroxide mit der Peroxidase bei gleichzeitiger Farbreaktion mit
TMB (Tetramethylbenzidin) als Substrat reagieren und anhand der Farbreaktion nach
Zugabe der Stopplésung die Peroxidasekonzentration in einem
Mikrotiterplattenphotometer (Titertek Multiscan plus MK |l) bei 450 nm bestimmt wird.
Die Konzentration der Peroxide kann, unter zu Hilfenahme eines Kalibrators, flr die
gemessenen Proben (pro Patient jeweils eine Probe aus dem Seminalplasma und
eine aus dem Ring nach Zentrifugation des Spermas) berechnet werden, wobei die
Nachweisgrenze flir Peroxide bei 7 pymol/l liegt und ein Probenvolumen von 10 pl

bendtigt wird.

3.7.1 Vorbereitung
Alle Reagenzien sind lichtempfindlich und deshalb vor direkter Sonneneinstrahlung
zu schitzen. Zur Durchfihrung des Tests werden folgende Kit-Komponenten
bendtigt:

e Mikrotiterstreifen im Streifenhalter

e Probenpuffer, Lésung A, gebrauchsfertig

e Reaktionspuffer, Losung B, gebrauchsfertig

e Enzymldsung, L6sung C, gebrauchsfertig

e Reaktionslésung, Lésung D, gebrauchsfertig

e Kontrollen (CTRL)

e Kalibratoren (CAL)

e Stopplésung H2SO4, gebrauchsfertig
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Zusatzlich werden kalibrierte Prazisionspipetten fiir 5-5000 pl, ein Inkubator fiir 37 °C
und zur Messung selbst ein Mikrotiterplattenphotometer mit 450 nm Filter bendtigt.
AuBerdem werden folgende Reagenzien vorbereitet:

e CTRL: man pipettiert 250 ul Lésung D je Réhrchen CTRL, mischt es gut durch
und lasst es bei Raumtemperatur (18-26 °C) 45 Minuten vollstandig I6sen.

e CAL: man pipettiert 250 ul Lésung D in das Réhrchen CAL, mischt es gut
durch und lasst es ebenfalls bei Raumtemperatur (18-26 °C) 45 Minuten
vollstéandig I6sen.

e ABC-Reaktionsmischung: zur Herstellung werden 5 ml Lésung A, 100 ul
Lésung B und 5 upl Lésung C gut vermischt. Diese Menge an ABC-
Reaktionsmischung reicht zur Bestimmung von 40 Proben (Wells). Sie sollte

unmittelbar vor der Verwendung hergestellt werden.

Die Proben sollten vor der Verwendung im Test gut gemischt werden und tribe
Proben mindestens 5 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert werden.

3.7.2 Durchfiihrung der ROS-Messung

Die zu messenden Proben werden zunachst auf Raumtemperatur (18-26 °C)
gebracht. Wahrenddessen werden die Positionen fir CTRL/CAL/PROBE am
Protokollblatt markiert und die bendtigten Mikrotiterstreifen entsprechend beschriftet.
Jetzt werden jeweils 10 yl CTRL, CAL und 10 ul der zu messendem Probe in die
Mikrotiterstreifen pipettiert. Dann gibt man 100 ul der Lésung A in alle Wells. Nun
erfolgt die erste Messung bei 450 nm im Mikrotiterplattenphotometer. Im Anschluss
werden 100 pl der ABC-Reaktionslésung in alle Wells pipettiert und alles fir 15
Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden 50 ul der
Stopplésung in alle Wells gegeben und es folgt die zweite Messung im
Mikrotiterplattenphotometer.

3.7.3 Auswertung

Die Peroxidkonzentration einer Probe ist proportional der Differenz der OD
(Optischen Dichte) des Mikrotiterplattenphotometers der ersten und zweiten

Messung. Um die Konzentrationen der einzelnen Proben zu berechnen, missen
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zunachst die OD-Werte der ersten Messung von denen der zweiten Messung
subtrahiert werden um die AOD-Werte zu erhalten. Die AOD-Werte werden sowohl
bei allen Proben als auch bei der Kontrolle und dem Kalibrator errechnet. AuBerdem
wird unter Verwendung des Kalibrators eine Ein-Punki-Kalibrierung gemacht, wobei
die erhaltenden Werte proportional zur Konzentration sind. Die Konzentration des
Kalibrators ist am Etikett in H,O» Aquivalenten pmol/l angegeben. Die
Peroxidkonzentration der einzelnen Proben wird nach folgender Formel berechnet:

AOD der Proben x (umol/l) Kalibrator
AOD des Kalibrators

Probenkonzentration (umol/l) =

3.8 Total antioxidant status (TAS)

Die Messung des Gesamt-Antioxidantien-Status (total-antioxidant-status, TAS)
erfolgt wie auch die Bestimmung der Reactive-Oxygen-Species pro Patient an jeweils
einer Probe Seminalplasma und einer Probe aus dem Ring nach Zentrifugation. Fir
diese Studie wurde der total-antioxidant-status-Kit der Firma RANDOX (Kat. Nr. NX
2332, RANDOX Laboratories Ltd., Crumlin, United Kingdom) benutzt. Das
Testprinzip beruht darauf, das sich 2,2’-Azino-di-[3-Athylbenzothiazolin-Sulfonat]
(ABTS®, BOEHRINGER, Mannheim, Deutschland) bei Inkubation mit Metmyoglobin
(HX-Fe", eine Protease) und H.O, das Radikal ABTS® bildet, entsprechend der
folgenden Reaktionsgleichung:

HX-Fe" + H,05 >  X-[Fe" =0]+H0

ABTS®+ X-[FeV=0] >  ABTS® 4+ HX-Fe'"

(Legende: HX-Fe'"' = Metmyoglobin; X - [Fe' = O] = Ferrylmyoglobin)

ABTS® hat eine relativ stabile blau-griine Farbung, welche mit einem Photometer bei
600 nm gut gemessen werden kann. Gibt man nun eine Probe dazu mit der
Fragestellung, ob sich darin Antioxidantien befinden, wird diese Farbreaktion durch
evtl. vorhandenen Antioxidantien vermindert, wobei das MaB der Hemmung

proportional der Antioxidantienkonzentration der Probe ist.
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3.8.1 Vorbereitung
Der RANDOX total-antioxidant-status-Kit besteht aus folgenden Komponenten,
wovon einige vor Durchfiihrung des Tests noch einer Vorbereitung bedurfen.
e Buffer: eine phosphatgepufferte Saline, 80 mmol/l, pH 7,4, gebrauchsfertig
e Chromogen: bestehend aus: - Metmyoglobin, 6,1 pmol/l
- ABTS®, 610 umol/|
Es wird ein Flaschchen Chromogen2 in 10 ml Buffer1 geldst. Dies kann bei
2-8 °C flir 2 Tage und bei 15-25 °C fur 8 Stunden aufbewahrt werden.
e Substrate: stabilisiertes Wasserstoffsuperoxid, 250 pmol/I
Es wird 1 ml Substrat3 mit 1,5 ml Buffer1 verdinnt. Die Lésung kann bei
2-8 °C fiir 24 Stunden gelagert werden.
e Standard: 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid,
Konzentration im Test ist chargenspezifisch,
Es wird ein Flaschchen Standard mit 1 ml Aqua bidest. (Seromed, Berlin)
gelést. Die Lésung kann bei 2-8 °C flr 2 Tage oder bei -20 °C fir einen Monat

gelagert werden.

3.8.2 Durchfliihrung der TAS-Messung

Die Bestimmung des TAS-Wertes erfolgt in einem Photometer (Pharmacia Biotec,
Ultrospec 1000, UV/visible Spectro-Photometer), bei einer Wellenlange von 600 nm
gegen Luft. Die Kivetten werden wie im Folgenden beschrieben beflllt. Fir den
Nullwert werden 20 ul aqua bidest. (Seromed, Berlin), fir das EichmaB 20 ul
Standard und fiir die Proben werden jeweils 20 ul der zu messenden Probe in eine
Kivette pipettiert. AnschlieBend wird in jede Kivette 1 ml Chromogen gegeben und
gut durchmischt. Die Messtemperatur der Proben sollte bei 37 °C liegen, hierzu
werden die Kivetten im Inkubator erwarmt und nach Erreichen der Temperatur wird
in der ersten Messung die Absorption (A1) gemessen. Jetzt wird in jede Kivette 200
Wl Substrat pipettiert, gut vermischt und gleichzeitig eine Stoppuhr gestartet. Die
zweite Absorptionsmessung (A2) sollte nach exakt drei Minuten erfolgen um eine

prazise Messung zu garantieren.
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3.8.3 Auswertung

Zur Bestimmung des TAS werden zundchst das Absorptionsverhalten (AA) der
Nullprobe, des EichmaBes und der zu messenden Proben anhand folgender Formel

ermittelt:

A2 - A1 = AA Nullprobe/Eichman/Proben

Nun kann der TAS mit folgender Formel berechnet werden:
TAS-Konzentration (mmol/l) = Faktor x (AA nuiprobe = AA Probe)

Wobei der Faktor wie folgt errechnet wird:

Konzentration EichmaB (hier 1,7 mmol/l)
AA Nullprobe ~ AA EichmaB

Faktor =

3.9 Vitamin Aund E

Die Bestimmung der Vitamin A (Retinol) und der Vitamin E (Tocopherol)
Konzentrationen erfolgt im Seminalplasma nach Dichtegradientenzentrifugation. Es
wurde der ClinRep® Komplettkit (RECIPE CHEMICALS + INSTRUMENTS GmbH,
Minchen, Deutschland) zur Messung in einem isokratischen HPLC-System (high
performance liquid chromatography) mit UV-Detektor (Agilent 1100, AGILENT
TECHNOLOGIES GmbH, Béblingen, Deutschland) benutzt. Bei dieser Methode wird
Licht einer bestimmten Wellenlange (hier 325 nm bzw. 295 nm) ausgesandt, von

einer Photozelle erfasst, elektronisch verstarkt und aufgezeichnet.

3.9.1 Vorbereitung und Durchfihrung der Vitamin A und E Messung
Vor der eigentlichen Messung wird ein Testlauf, zur qualitativen Uberpriifung des
HPLC-Systems, mit einer Standardlésung durchgefiihrt. Diese Standardlésung wird
ohne Probenvorbereitung direkt injiziert. AuBerdem wird noch ein Kalibrierlauf mit 20
ul  des aufgearbeiteten Serumkalibrators durchgeflihrt. Zur Herstellung des
lypholisierten Serumkalibrators wird zum Inhalt eines Flaschchens Kalibrator exakt
3.0 ml HPLC-Wasser gegeben und die Lésung unter gelegentlichem Schwenken fir
ca. 15 Minuten stehen gelassen. Nach erneuter Durchmischung wird die Lésung wie
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eine normale Patientenprobe aufgearbeitet (siehe unten) und kann dann fir den
Kalibrierlauf in das HPLC-System injiziert werden.

Zur Durchfihrung der eigentlichen Messung ist es notwendig die Vitamine A und E in
einer kurzen Probenvorbereitung zu extrahieren. Hierzu werden 100 pl der
Seminalplasmaprobe in ein vorbereitetes Reaktionsgefa3, das mit einer trockenen
Salzmischung gefullt ist, gegeben und mit 100 pl organischem L&sungsmittel,
welches 2 ug gelésten Standard enthalt, geféllt. Durch das Ausféllen und Aussalzen
werden sehr saubere und weitgehend stérpeakfreie Extrakte erhalten, wodurch eine
stérungsfreie Messung ermdglicht wird. AnschlieBend wird alles gut geschuttelt (ca.
30 Sekunden) und far 10 Minuten bei 4 °C inkubiert. Durch finfmindtiges
Zentrifugieren bei 10000 x g wird die wassrige von der organischen Phase getrennt.
Jetzt werden 20 ul der oberen Phase abpipettiert, in das HPLC-System injiziert und
mithilfe des UV-Detektors werden die Vitamin A und E Konzentrationen bestimmt.

3.9.2 Auswertung

Die zu messenden Substanzen, fir diese Studie Vitamin A und E, absorbieren das
ausgesandte Licht ganz oder teilweise, was von einer Photozelle registriert und in der
Auswerteeinheit als Peak dargestellt wird. Die Peakflache verhalt sich dabei
proportional zur Konzentration der Substanz. Die Konzentrationen von Retinol und
Tocopherol werden, unter Verwendung der internen-Standard-Methode, von der
Auswerteeinheit des HPLC-Systems automatisch ermittelt und in pg/dl angegeben.

3.10 Selen und Zink

Die  Messung der Selen- und  Zinkkonzentration  erfolgte, nach
Dichtegradientenzentrifugation und Aufbereitung mit PureSperm, im Uberstand (dritte
Phase). Zur Bestimmung dieser Spurenelemente sind Verfahren mit sehr niedrigen
Nachweisgrenzen nétig. Hierzu wurden die Proben ans Hahn-Meitner-Institut nach
Berlin geschickt, denen es mithilfe der Neutronen-Aktivierungsanalyse (BEHNE et al.,
1978) madglich ist, Stoffe in sehr niedrigen Konzentrationen zu messen, wobei
kernchemische Reaktionen mit Neutronen ausgenutzt werden. Auf eine genaue
Beschreibung wird aufgrund der Komplexitdt des Verfahrens im Rahmen dieser

Dissertation verzichtet. Im Folgenden werden kurz die wichtigsten Schritte erlautert.
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Nachdem die zu messenden Proben mit PureSperm aufbereitet wurden und so die
vitalen von den toten Spermatozoen getrennt wurden werden nun die vitalen
Spermien in 3 ml Puffer (10nM Tris, pH 7,4) aufgenommen und darin gewaschen.
Hierzu werden die Spermien bei 4 °C fir jeweils 10 Minuten mit 1000 x g
zentrifugiert. Dieser Vorgang wird zweimal durchgefthrt. Diese Schritte sind
essentiell, um Puffersubstanzen die wahrend der Isolierung verwendet wurden zu
entfernen und so eine Gewichtsverfalschung zu vermeiden. Aus diesem Grund wird
das letzte Pellet in sehr wenig Puffer (100-200 pl) aufgenommen. Diese Suspension
wird dann in die Bestrahlungsampulle Uberflihrt. Es handelt sich hierbei um eine
geschlossene Hiulle aus einem hochreinen Werkstoff. Fir diese Studie wurden
abgeschmolzene Ampullen aus Quarzglas spezieller Chargen verwendet. Da
biologische Proben einen groBen Anteil Wasser enthalten und durch die Erwarmung
des Wassers und seine Radiolyse bei der Bestrahlung groBe Drlcke in der
geschlossenen Messampulle entstehen wirden, ist eine Trocknung der Proben vor
der weiteren Untersuchung unumganglich. Die Trocknung erfolgt durch Inkubation
der Proben bei 50 °C fir vier Tage.

Die so vorbereiteten Proben werden nun nach Gewichtsbestimmung mithilfe der
Neutronen-Aktivierungsanalyse auf ihre Zink- und Selenkonzentration untersucht.
Grundsatzlich werden bei dieser Methode drei zeitlich aufeinander folgende

Prozesse unterschieden:

1. Aktivierung
2. Zwischenbehandlung

3. Messung

Zur Aktivierung werden die Proben im Kern des Reaktors BER Il bestrahlt. Die
Bestrahlung erfolgt, in Abh&ngigkeit von der Probenmasse, fir 5 bis 10 Tage bei
maximalem Neutronenfluss von 1,6 x 10" cm® s’ um méglichst niedrige
Nachweisgrenzen zu erreichen. Die Zwischenbehandlung der Proben ist notwendig,
um nicht erwinschte Elemente (den sog. spektralen Untergrund), die das
Messergebnis verfalschen kdénnten zu beseitigen. Hierzu werden die Proben erst
nach einer Wartezeit von vier Wochen gemessen. Dies flhrt dazu, dass die Aktivitat
der stérenden kurzlebigen Mengenelemente Phosphor und Natrium weitgehend

abgeklungen ist. Die Messung von Zink und Selen (beide langlebig) wird mit einem
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Detektor aus Reinstgermanium (Highly Pure Germanium [HPGe], Canberra, USA)
durchgefiihrt. Selen ("°Se) wird hierbei durch Messung der Gamma-Emissionslinien
bei 136 Kiloelektronenvolt (keV) und 265 keV bestimmt. Die Messung von Zink (¢°Zn)
erfolgt bei 1116 keV. Die Angabe der Konzentrationen erfolgt in mg/kg.

3.11 Spermienaufbereitung mittels PureSperm
Diese Spermienaufbereitungsmethode basiert auf Silan-beschichteten kolloidalen
Silica. Die 100prozentige PureSperm-Gebrauchslésung (Nidacon International AB,

Goteburg, Schweden) setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

e Silan-beschichtete kolloidale Silica

e Natriumchlorid, Kaliumchlorid und Kalziumchlorid

e Glucose
e HEPES-Puffer
e EDTA

Die Osmolalitat der Lésung betragt 300 — 310 mOsm/kg H.O, der pH-Wert liegt bei
7,4 bis 7,8. Bei 2 bis 40 °C kdénnen die ungedffneten PureSperm-Flaschen flir zwei
Jahre gelagert werden. Nachdem die Flaschen gedffnet wurden, hat die Lagerung
bei 2 bis 8 °C zu erfolgen, wobei das Offnen und SchlieBen unter aseptischen
Bedingungen zu erfolgen hat. Vor der Verwendung ist es notwendig die Lésungen
auf 37 °C zu erwarmen, wobei auch hier auf einen sterilen Umgang mit den
Flissigkeiten zu achten ist.

3.11.1 Herstellung der Gradienten

Zur Durchfihrung der Spermienaufbereitung mit PureSperm ist es notwendig aus der
100 prozentigen Grundlésung zwei Dichtegradienten, Lésung A (80%) und Lésung B
(40%), wie im Folgenden beschrieben herzustellen. Die dabei verwendeten Mengen
reichen aus um finf Spermienpraparationen mit PureSperm durchzufthren.

45



PureSperm-Lésung A (80%)
8 ml PureSperm-Grundlésung (100%) werden auf 80% verdinnt, indem man 2 ml
HAM’S F10 mit Humanalbumin (20% Immuno, Baxter, UnterschleiBheim) hinzugibt.

PureSperm-Lésung B (40%)
Entsprechend werden zur Herstellung der PureSperm-Lésung B vier Milliliter
PureSperm-Grundlésung (100%) mit sechs Milliliter HAM’S F10 mit Humanalbumin

auf 40% verdiinnt.

3.11.2 Durchflihrung von PureSperm

Zunachst werden 2 ml der PureSperm-L6sung B (40%) in ein steriles Konusréhrchen
(PP-Test tubes, CELLSTAR, Greiner BIO-ONE GmbH, Frickenhausen) pipettiert.
Dann platziert man unter zu Hilfenahme einer langen Kanile ebenfalls 2 ml der
PureSperm-Lésung A (80%) auf dem Boden des Konusréhrchens, wobei unbedingt
darauf zu achten ist, dass sich die Gradienten nicht vermischen. Jetzt wird diese
PureSperm-Saule mit 1 ml des Ejakulates Uberschichtet und dann fiir 20 Minuten bei
300 x g zentrifugiert, wobei sich am Boden des Konusréhrchens ein Pellet bildet.
Dieses Pellet wird dann, nachdem man den Uberstand abpippetiert hat, mit 1 ml
HAM’S F10 mit Humanalbumin resuspendiert. Um Sicherzustellen dass keine Reste
der PureSperm-Lésung mehr vorhanden sind werden die Spermien noch mal fir 10
Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Nachdem der Uberstand wieder entfernt wurde,
wird diese Waschprozedur noch einmal durchgefthrt. Das gewaschene Pellet wird
nun mit einigen Tropfen HAM'S F10 bedeckt. Jetzt wird den vitalen Spermien zwei

Stunden Zeit gegeben um nach oben zu schwimmen.

3.12 Patientinnen

Die Erhebung der Daten der Patientinnen, welche an dieser Studie teilnehmen erfolgt
retrospektiv aus den Krankenakten.

Zunachst werden die Patientinnen down reguliert. AnschlieBend kontrolliert ovariell
Uberstimuliert, wodurch es mdglich wird mehrere Eizellen, transvaginal unter

sonographischer Kontrolle, zu gewinnen.
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Die kontrollierte ovarielle Hyperstimulation erfolgt bei den Patientinnen nach dem
Long-Protokoll. Hierbei erfolgt die down-Regulation zwischen dem 17. und 20. Tag
des Vorzyklus durch GnRH-Analoga (Gonadodropin-Releasing-Hormon-Analoga).
Die anschlieBende Stimulation wird mit HMG (humanes Menopausengonadodropin)
oder rec-FSH (recombinantes humanes follikelstimulierendes Hormon) oder mit
beiden durchgefihrt. Eine sonographische Kontrolle erfolgt am 1., 6. sowie 10.
Stimulationstag. Sind ausreichend Follikel gebildet und der Leitfollikel hat eine
MindestgrdBe von 19-20mm erreicht, I16st man die Ovulation durch i.m. Injektion von
10.000 Injektionseinheiten HCG (humanes Choriongonadotropin) aus. Die Follikel
werden weitere 36 Stunden spater, unter sonographischer Kontrolle, transvaginal
abpunktiert. AbschlieBend erhalten die Patientinnen zweimal taglich 150 mg

Progesteron in Form von Vaginal-Gel oder -Kapseln.

3.13 Methoden zur Befruchtung

Die Paare mit Kinderwunsch dieser Studie wurden entweder mit der In-Vitro-
Fertilisation (IVF) oder der intrazytoplasmatischen Spermieninjektion (ICSl)
behandelt.

3.13.1 In Vitro Fertilisation (IVF)

Die Eizellen werden sonographisch gesteuert durch transvaginale Punktion
gewonnen. AnschlieBend werden sie in HAM'S F10, dass vorher mit 10%
inaktiviertem Serum der Frau angereichert wurde, kultiviert. Die Eizellen werden
dann im Inkubator fiir drei Stunden bei 37 °C und finf Prozent CO. gelagert. Das
Milieu im Inkubator &hnelt dabei den Bedingungen in den Tuben im Bezug auf
Temperatur, Feuchtigkeit, Begasung, Druck und pH wie es von DIETRICH et al.
(1998) gefordert wird. Nach der Inkubation wird der Reifegrad der Eizellen beurteilt.

47



3.13.1.1 Beurteilung der Eizellen

Germinalstadium:

Befindet sich die Eizelle in diesem Reifungsstadium, muss sie noch fir weitere 24
Stunden unter den oben beschriebenen Bedingungen im Inkubator nachreifen. In
diesem Stadium hat die Eizelle noch einen groBen Zellkern, den sog. germinal
vesicle. Sie befindet sich in der Prophase. Das erste Polkérperchen ist noch nicht

ausgestoBen und die Kumuluszellen liegen der Oozyte noch sehr dicht an.

Metaphase I:

Befindet sich die Oozyte nach drei Stunden Inkubationszeit in diesem Stadium, muss
sie vor der Befruchtung noch fir weitere vier bis sechs Stunden im Inkubator reifen.
In diesem Stadium ist das erste Polkérperchen noch nicht sichtbar, das
Germinalvesikel ist jedoch schon verschwunden.

Metaphase II:
In diesem Stadium ist die Eizelle reif. Das erste Polkérperchen ist ausgestoBen und
das Zytoplasma ist homogen, d.h. ohne Einschlisse. AuBerdem liegt die Corona

radiata eng an und die Kumuluszellen lassen sich leicht abstreifen.

3.13.1.2 Fertilisation (IVF)

Die reifen Eizellen werden in eine Vier-Loch-Platte (Nunclon Surface, Nunc A/S,
Roskilde, Danemark) zusammen mit einem Medium bestehend aus HAM’S F10 mit
10% Patientenserum gebracht. In jeder Vertiefung werden zu jeder Eizelle ca.
120.000 aufbereitete Spermien hinzugegeben. Es folgt eine weitere Inkubationszeit
von 24 Stunden bei 37 °C und funf Prozent CO, wonach die Eizellen auf Zeichen
einer erfolgten Fertilisation kontrolliert werden. Hierzu ist es notwendig die
Kumuluszellen mit einer Glaskapillare durch wiederholte Aspiration von der Eizelle zu
entfernen. Bei einer korrekt befruchteten Eizelle sind zwei Vorkerne (Pronuklei) und
zwei Polkérperchen zu erkennen. Stehen mehr als drei flr diesen
Transferationszyklus bendtigte befruchtete Eizellen zur Verflgung, kénnen die
Uberschlssigen nach Absprache mit den Patienten, kryokonserviert werden. In

Deutschland diarfen nur befruchtete Eizellen, nicht aber Embryonen kryokonserviert

48



werden. AuBerdem durfen, aufgrund des deutlich erhdéhten Risikos von
Mehrlingsschwangerschaften (EDWARDS, 1981), maximal drei Embryonen
transferiert werden. Bevor die befruchteten Eizellen transferiert werden, lasst man sie
noch mal fir weitere 24 Stunden im Inkubator reifen. Nach dieser Zeit befinden sich
die Embryonen im Zwei- bis Achtzellstadium und kdnnen transferiert werden.

3.13.1.3 Embryotransfer

Die Embryonen werden mit Hilfe eines atraumatischen Einmalkatheters (Embryo
Transfer Katheter Set, Labotect GmbH, Géttingen) transferiert. Er besteht aus einer
Katheterflhrung aus starrem Kunststoff und einem inneren weichen Katheter.
Zunachst wird die Katheterfihrung bis vor den Muttermund geschoben. Die
Embryonen werden dann mit Hilfe des weichen Katheters in der Gebarmutter
deponiert. Hierzu wird der weiche Katheter etwa zwei Zentimeter unterhalb des

Fundus platziert.

3.13.1.4 Schwangerschaftstest

Zwei Wochen (14 Tage) nachdem die Embryonen transferiert wurden, wird ein
Schwangerschaftstest durchgefihrt. Hierzu wird eine quantitative Messung des [3-
HCG (humanes Choriongonadotropin) im Serum durchgefiihrt. Der weitere Verlauf

der Schwangerschaft wird sonographisch tberwacht.

3.13.2 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI)

Auch bei der intrazytoplasmatischen Spermienijektion werden die Oozyten mit Hilfe
einer sonographisch gesteuerten transvaginalen Punktion gewonnen. Zwei Stunden
nach der Punktion werden der Cumulus oophorus und die Corona radiata entfernt.
Hierzu werden die Eizellen in ein Hyaluronidasemedium (801U/ml) Gberflhrt. Dies ist
notwendig, damit keine maternale DNA in die Eizelle gelangen kann. Hyaluronidase
ist ein Enzym, welches die Kumuluszellen innerhalb von 30 Sekunden andaut, so
dass sie mit einer Glaskapillare leicht entfernt werden kdénnen. Zur Denudation
werden die Eizellen auf eine mit 37 °C vorgewarmte Heizplatte gestellt und unter
dem Inversionsmikroskop (Wild M8, Heerbrugg, Schweiz) betrachtet. Dann werden
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die Eizellen noch in Kulturmedium (10% Humanalbumin und HAM’'S F10) gewaschen
und der Reifegrad analog zur IVF-Behandlung beurteilt. Zur Injektion werden nur
Eizellen verwendet, die sich in der Metaphase Il befinden (KUPKER et al., 1998).

3.13.2.1 Equipment
Zur Durchfihrung einer ICSI-Behandlung wird folgendes Instrumentarium bendtigt
(HAMMADEH, 1997):
e |Interphase Differentialmikroskop (Nikon/Narishige, Modell IM-69, Japan) mit
Warmeplatte
e Zwei Mikromanipulator-Sets (Nikon/Narishige, Modell MM 188, Japan)
(elektrisch und hydraulisch) mit Injektor
e Haltepipette (10 MPH-120, 35 °Angel, Micro-Pipets, Humagen, Charlottesville,
USA)
e Injektionspipette (10 MIC, 35 °Angel, Micro-Pipets, Humagen, Charlottesville,
USA)

3.13.2.2 Fertilisation (ICSI)

Zunachst werden mit Hilfe einer Pipette eine Reihe von drei Tropfen
Polyvinylpyrrolidon 10% (PVP-Medium, MediCult, Jylinge, Danemark) zu je 3 pl
zentral in eine Petrischale (FALCON, Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
USA) aufgebracht. Dann gibt man in jeden dieser Tropfen ein Mikroliter
aufgebereitetes Ejakulat. Durch das Polyvinylpyrrolidon wird die Eigenmotilitat der
Spermien verlangsamt und es ist leichter sie aufzusuchen und zu immobilisieren.
AuBerdem wird durch das PVP verhindert, dass das Spermium an der
Injektionskapillare anhaftet.

Jetzt werden Tropfen zu je 5 pl IVF-Medium (MediCult, Jylinge, Danemark),
entsprechend der Anzahl der zur Verfligung stehenden Eizellen, rechts und links der
zentralen PVP-Tropfen aufgetragen. Pro Tropfen IVF-Medium wird jeweils eine
Eizelle platziert. Dann wird die Petrischale mit Mineralél (Ovoil - 100, Vitrolife,
Goteburg, Schweden) Uberschichtet. AnschlieBend wird ein Spermium, anhand der
Kriterien Vitalitdt, Motilitdt und Morphologie, ausgewahlt und mittels der
Injektionskapillare immobilisiert. Zur Injektion wird das Spermium in die mit PVP
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gefullte Injektionskapillare aspiriert, wobei darauf zu achten ist, dass sich das
Spermium nahe der Offnung der Kapillare befindet (HAMMADEH, 1997) um
moglichst wenig PVP bzw. Medium in die Eizelle zu Uberfihren. Die Eizelle sollte
durch den Sog der Haltekapillare nicht verletzt werden und so fixiert werden, dass
sich die Polkérperchen bei sechs oder zwélf Uhr befinden. Diese Stellung wird
gewahlt um eine Verletzung des Spindelapparates zu vermeiden (KUPKER et al.,
1998). Nachdem man die Zytoplasmamembran der Eizelle mit der Injektionskapillare
bei drei Uhr durchstochen hat, wird zunachst etwas Ooplasma angesaugt, dann das
Spermium zusammen mit diesem Zytoplasma injiziert und die Injektionskapillare

vorsichtig zurtickgezogen.

Abb. 3.6 Auswahl eines Spermiums Abb. 3.7 Immobilisation und Aspiration

Abb. 3.8 Positionierung des Spermiums Abb. 3.9 Aspiration und Injektion
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Abb. 3.10 Zuriickziehen der Injektionskapillare

Jetzt folgen die Kultivierung der befruchteten Eizellen und der Embryotransfer. In
diesen Punkten unterscheidet sich das Verfahren bei IVF bzw. ICSI nicht, weshalb
hier auf eine erneute Beschreibung verzichtet wird.
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3.14 Wichtige Standardiésungen

3.14.1 Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS)

Zur Herstellung von 5 Litern PBS-Lésung benétigt man:

Tab. 3.2 Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (PBS)

Natriumpenicillin G (Sigma, St. Louis, USA)

500000 units

Reagenz Menge

CaCl, x 2H,0 (Merck, Darmstadt) 0,76 g Lésung A
MgSO, x 7H,0 (Merck, Darmstadt) 0,625 g

NaCl (Merck, Darmstadt) 40 g

KCI (Merck, Darmstadt) 19

Na,HPO, (Merck, Darmstadt) 5759

KH,PO, (Merck, Darmstadt) 19 Lésung B
Glucose (Sigma, St. Louis, USA) 59

Streptomycinsulfat (Sigma, St. Louis, USA) 0,25 ¢

Natriumpyruvat (Merck, Darmstadt) 0,18 ¢

Zur Herstellung der Lésung A wird das Kalziumchlorid in einem Litern deionisiertem
und destilliertem Wasser (Seromed, Berlin) geldst. Die fertige Lésung A kann fir vier
Wochen bei 4 °C im Kihlschrank gelagert werden. Um L&sung B herzustellen
werden in vier Litern deionisiertem und destilliertem Wasser alle Chemikalien aus
Tab. 3.2 geldst. Genau wie Lésung A kann auch Lésung B fiir vier Wochen bei 4 °C
im Kuhlschrank gelagert werden. Beide Lésungen werden, da sich sonst Prazipitate
bilden, erst unmittelbar vor Gebrauch gemischt. Das Mischen hat unter stdndigem

Rahren zu erfolgen.
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3.14.2 HAM’S F10

Folgende Chemikalien werden zur Herstellung von einem Liter HAM’S F10 bendétigt:

Tab. 3.3 HAM’S F10 L6sung

Reagenz Menge
Kalziumlactat (Merck, Darmstadt) 0,308 g
Natriumhydrogencarbonat (Merck, Darmstadt) 2,108 g
Streptomycin (Sigma, St. Louis, USA) 0,075 ¢
HAM'S F10 (Seromed, Berlin) 9,88 ¢

Es werden alle Chemikalien in einem Liter aqua dest. (Seromed, Berlin) unter
stdndigem Rihren geldst. Die fertige Losung sollte eine Osmolaritat von 270 bis 290
Osmol/kg haben. Zur Spermienaufbereitung werden zu 45 ml der fertigen HAM'S F10
Gebrauchslésung 5 ml Humanalbumin (20% Immuno, Baxter, UnterschleiBheim)

gegeben und gut gemischt.

3.14.3 Hyaluronidaseldsung

In 10 ml HAM’S F10 Lésung werden 30 mg Hyaluronidase (H-4272, Sigma, St. Louis,
USA) gelést. Die so hergestellte Stammlésung wird bei -20 °C gelagert. Zur
Herstellung der Gebrauchslésung werden 135 mg Humanalbumin (20% Immuno,
Baxter, UnterschleiBheim) und 38,7 mg HEPES (H-6147, Sigma, St. Louis, USA) mit
42,2 ml HAM’S F10 gemischt. Dann wird ein Milliliter Hyaluronidase-Stammldésung

hinzugegeben.
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3.15 Statistische Auswertung

Alle statistischen Auswertungen und Berechnungen im Rahmen dieser Studie
wurden mit Hilfe von SPSS 12.0 fir Windows angefertigt. Zur Erstellung der Grafiken
wurde ebenfalls SPSS bzw. Microsoft Excel verwendet.

Im Rahmen der deskriptiven Statistik wurde bei allen gemessenen oder errechneten
Parametern eine Analyse der Haufigkeitsverteilungen mit Minimum, Maximum,
Median, Mittelwert und Standardabweichung durchgefihrt. Es wurden
eindimensionale Haufigkeitstabellen und zweidimensionale Kreuztabellen erstellt.

Im Rahmen der analytischen Statistik wurde zum Mittelwertvergleich eine

Varianzanalyse mittels einfaktorieller ANOVA (Analysis Of Variance) durchgefiihrt.

Das Signifikanzniveau p wurde wie folgt festgelegt:
e p=20,05 - nicht signifikant
e p<0,05 -> signifikant
e p<0,01 - sehr signifikant
e p<0,001 - hoch signifikant

Da das SPSS-Programm auf drei Stellen nach dem Komma rundet und eine
100prozentige Sicherheit des Ergebnisses nicht zu erreichen ist wird das
Signifikanzniveau, wenn es in der Tabelle mit 0,000 ausgewiesen ist, auf 0,001
geandert.

Um Zusammenhdnge zwischen den einzelnen Variablen darzustellen, wurde der

Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.

Der Korrelationskoeffizient r wurde wie folgt interpretiert:
e r=0,2 - sehr geringe Korrelation
e r<0,5 - geringe Korrelation
e r<0,7 - mittlere Korrelation
e r<0,9 - hohe Korrelation

e >0,9 - sehr hohe Korrelation
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Da einige Variablen nicht direkt gemessen werden kénnen, missen diese wie im
Folgenden beschrieben berechnet werden.

Zur Bestimmung des Alters der Manner und Frauen zum Untersuchungszeitpunkt
wird die Differenz aus Geburtsdatum und Untersuchungszeitpunkt gebildet.

Die Differenzwerte der Spermienparameter werden aus der Differenz vor und nach
Aufbereitung bestimmt.

Die Fertilisationsrate gibt an, wie viel Prozent der gewonnenen Eizellen befruchtet
werden konnten. Die Schwangerschaftsrate errechnet sich aus dem Quotienten
gebildet aus der Anzahl der an der Studie teilnehmenden schwangeren Frauen und

aller an der Studie teilnehmenden Frauen.
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten/-innen

Das Durchschnittsalter der Manner lag im Gesamtkollektiv (n=87) bei 35,9916,93
Jahren. Das Durchschnittsalter unterscheidet sich bei getrennter Betrachtung (IVF
n=36; ICSI n=51) des IVF- (36,3%6,17) und des ICSI-Kollektivs (35,89+7,28) nicht
signifikant (p=0,87) voneinander.

Das Durchschnittsalter der Frauen lag im Gesamtkollektiv bei 33,99+4,23 Jahren.
Auch hier unterscheidet sich bei getrennter Betrachtung des IVF- (35,1945,15) und
des ICSI-Kollektivs (33,58+3,88) das Durchschnittsalter nicht signifikant (p=0,306)
voneinander.

Bei der Korrelationsuntersuchung zeigt sich ein geringer (r=0,394), signifikanter
Zusammenhang (p=0,013) zwischen dem Alter der Manner und ROS Il (Reactive
oxygen species, gemessen im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation).

AuBerdem findet sich eine sehr signifikante (p=0,009), geringe Korrelation (r=0,415)
zwischen dem Alter der Manner und Schwanzfehlbildungen der Spermatozoen nach
Spermienaufbereitung.

Bei den Frauen kann eine hoch signifikante (p<0,001), mittlere Korrelation (r=-0,55)
des Alters mit der Zahl der gewonnenen Eizellen nachgewiesen werden. AuBerdem
korreliert das Alter der Frauen signifikant (p=0,023) und gering (r=-0,363) mit der
Zahl der befruchteten Eizellen.

4.2 Parameter der konventionellen Spermaanalyse

4.2.1 Volumen

Das Volumen lag beim Gesamtkollektiv (n=87) im Mittel bei 3,64+1,59 ml. Bei
getrennter Betrachtung des IVF-Kollektivs (n=36) und des |CSI-Kollektivs (n=51)
zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p=0,667) bezlglich des Volumens.
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4.2.2 pH-Wert

Hinsichtlich des pH-Wertes zeigt sich zwischen der IVF-Gruppe und der ICSI-Gruppe
kein signifikanter Unterschied (p=0,139). Beim Gesamtkollektiv lag der pH-Wert bei
8,63+0,33.

4.2.3 Cyturtest

Vergleicht man die Cyturtests des IVF-Kollektivs mit dem ICSI-Kollektiv zeigt sich ein
signifikanter Unterschied (p=0,011). Der Mittelwert der IVF-Gruppe liegt bei
1,3940,69. Der Mittelwert der ICSI-Gruppe liegt bei 1,84+0,88. Betrachtet man das
Gesamtkollektiv so liegt der Mittelwert fir den Cyturtest bei 1,66+0,83.

Es findet sich ein signifikanter (p=0,014), geringer Zusammenhang (r=-0,275)
zwischen der Esterasenaktivitdit von Granulozyten (Cyturtest) und dem Eintreten

einer Schwangerschaft im Gesamtkollektiv.

4.2.4 Martest (mixed antiglobulin reaction test)

Beim Martest liegt der Mittelwert des Gesamtkollekivs bei 0,6+0,23. Bei Betrachtung
der IVF-Gruppe liegt der Mittelwert bei 0,8+0,28 in der ICSI-Gruppe bei 0,410,2. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen bezlglich
der Martests (p=0,39).

4.2.5 Vitalitatstests

4.2.5.1 Eosintest

Tab. 4.1 Spermienvitalitat (Eosintest) vor und nach Aufbereitung

vitale Spermien in % IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
vor Aufbereitung 48,89 + 23,36 | 36,96 + 23,69 41,9 24,15 0,022
nach Aufbereitung 58,06 + 19,5 | 50,88 +21,95| 53,85+21,15 0,12

Der Eosintest wurde sowohl vor als auch nach Spermienaufbereitung durchgefihrt.
Fir das  Gesamtkollektiv  ergeben sich  folgende  Mittelwerte  und
Standardabweichungen. Vor Aufbereitung lag die Zahl der vitalen Spermien im
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Gesamtkollektiv bei 41,9%+24,15% nach Aufbereitung waren es 53,85%+21,15%.
Bei getrennter Betrachtung des IVF-Kollektivs (48,89%+23,36%) und des ICSI-
Kollektivs (36,96%%23,69%) zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,022) in der
Anzahl der vitalen Spermatozoen vor Aufbereitung. Nach Aufbereitung ist der
Unterschied mit einem p-Wert von p=0,12 jedoch nicht mehr signifikant. Die Zahl der
vitalen Spermien liegt in der IVF-Gruppe bei 58,06%%19,5%, in der ICSI-Gruppe bei
50,88%*21,95%.

4.2.5.2 Hypoosmotischer Schwelltest (HOS-Test)

Tab. 4.2 Spermienmembranintegritat (HOS-Test) vor und nach

Aufbereitung
vitale Spermien in % IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
vor Aufbereitung 60 £20,35 |55,88+22,35| 57,59 +21,52 0,383
nach Aufbereitung 74,17 £10,92 | 66,76 + 22,31 69,83 £ 18,75 0,069

Fir die Zahl der vitalen Spermien (HOS-Test) ergibt sich vor Aufbereitung kein
signifikanter Unterschied (p=0,383) zwischen den beiden Kollektiven. Im IVF-
Kollektiv liegen die Werte bei 60,00%+20,35%, fir das ICSI-Kollektiv bei
55,88%122,35%. Im Gesamtkollektiv ergibt sich 57,59%+21,52%. Nach Aufbereitung
findet sich erwartungsgemaB eine Zunahme der vitalen Spermatozoen. Im IVF-
Kollektiv findet sich ein Zuwachs von 14,17% (74,17%%10,92%), im ICSI-Kollektiv ein
Zuwachs von 10,88% (66,76%+22,31%). Dieser Unterschied ist mit p=0,069 nicht
signifikant. Im Gesamtkollektiv liegt die Anzahl der vitalen Spermien nach
Aufbereitung bei 69,83%+18,75% (Zuwachs von 12,24%).

Es zeigt sich eine geringe Korrelation zwischen den beiden Vitalitétstests vor
Aufbereitung (r=0,45). Auch nach Aufbereitung bestatigt sich diese Korrelation
(r=0,35). Beide Zusammenhange sind hoch signifikant (p<0,001). Betrachtet man die
Tests getrennt voneinander so korrelieren die Ergebnisse vor und nach Aufbereitung
ebenfalls miteinander. Fir den Eosin-Test ist der Zusammenhang mittelstark
ausgepragt (r=0,698), ebenso beim HOS-Test (r=0,64). Auch hier sind beide
Korrelationen hoch signifikant (p<0,001).
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4.2.6 Spermiendichte

Die Spermiendichte wurde vor und nach Aufbereitung untersucht. Im Gesamtkollektiv
betragt sie vor Aufbereitung 51,16+£35,9 Mio./ml. Bei getrennter Betrachtung der IVF-
und der ICSI-Gruppe zeigt sich im IVF-Kollektiv eine héhere (72,28+28,6 Mio./ml)
Spermatozoendichte als im ICSI-Kollektiv (36,25+33,14 Mio./ml) vor Aufbereitung.
Dieser Unterschied ist hoch signifikant (p<0,001). Durch die Aufbereitungsmethode
wird die Spermiendichte verringert, so dass sie nach Aufbereitung im Gesamtkollektiv
noch 28,88+25,76 Mio./ml betragt. In der IVF-Gruppe zeigt sich nach Aufbereitung
eine Spermiendichte von 32,61+£25,6 Mio./ml, in der ICSI-Gruppe von 25,88+25,76
Mio./ml. Der Unterschied ist mit p=0,233 nicht signifikant.

Tab. 4.3 Spermiendichte vor und nach Aufbereitung

Spermiendichte in Mio./ml IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
vor Aufbereitung 72,28 £ 28,60 | 36,25 + 33,14 51,16 + 35,90 <0,001
nach Aufbereitung 32,61 +25,60 | 25,88 + 25,75 28,88 + 25,76 0,233
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Abb. 4.1 Spermiendichte in Mio./ml vor Aufbereitung
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Abb. 4.2 Spermiendichte in Mio./ml nach Aufbereitung

Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen der Spermiendichte und dem HOS-Test.
Die Spermiendichte vor Aufbereitung korreliert gering (r=0,26) und signifikant
(p=0,015) mit dem HOS-Test vor Aufbereitung, auBerdem gering (r=0,309) und hoch
signifikant (p<0,001) mit dem HOS-Test nach Aufbereitung. Die Korrelation der
Spermiendichte nach Aufbereitung mit dem HOS-Test nach Aufbereitung ist etwas
starker ausgepragt (r=0,288) und mit p=0,007 sehr signifikant.

Wie zu erwarten zeigt sich dieser Zusammenhang auch mit dem anderen
durchgefihrten Vitalitatstest, dem Eosintest. Es wurde eine geringe (r=0,368) hoch
signifikante Korrelation (p<0,001) der Spermiendichte vor Aufbereitung mit dem
Eosintest vor Aufbereitung und eine etwas geringere (r=0,281) sehr signifikante
(p=0,007) Korrelation mit dem Eosintest nach Aufbereitung ermittelt. Die
Spermiendichte nach Aufbereitung korreliert gering (r=0,336) und hoch signifikant
(p<0.001) mit dem Eosintest nach Aufbereitung.

Des Weiteren zeigt sich eine geringe Korrelation (r=0,451) zwischen der
Spermiendichte vor und nach Aufbereitung. Dieser Zusammenhang ist hoch
signifikant (p<0,001).
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4.2.7 Spermienmotilitat

Die Spermienmotilitdt wurde vor und nach Aufbereitung untersucht, und anhand der
unter Kapitel 3.2.7 beschriebenen Kriterien eingeteilt.

4.2.7.1 Spermienmotilitat vor Aufbereitung

Wie aufgrund der besseren Spermienvitalitat der IVF-Gruppe zu erwarten zeigen sich
auch bei der Untersuchung der Spermienmotilitdt bessere Ergebnisse in der IVF-
Gruppe. So betragt die Anzahl der Spermien der WHO-Kategorie A (schnell und
linear progressiv beweglich) im IVF-Kollektiv 8,75%%8,57%, im ICSI-Kollektiv
dagegen 3,27%%4,2%. Dieser Unterschied ist hoch signifikant (p<0,001). Fir die
weiteren Untersuchungsergebnisse der Spermienmotilitdt vor Aufbereitung siehe
Tab. 4.4.

Tab. 4.4 Spermienmotilitat vor Aufbereitung

Spermienmotilitat in % IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
WHO-Kategorie A 8,75 + 8,57 3,27 +4,2 5,54 + 6,89 <0,001
WHO-Kategorie B 30,83 £ 14,02 | 21,04 £16,43 25,09 £ 16,14 0,005
WHO-Kategorie C 20,83 +11,43 | 19,73+ 16,13 20,18 £ 14,37 0,724
WHO-Kategorie D 39,58 + 18,22 | 55,67 25,01 49,04 + 23,71 0,001
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Abb. 4.3 Spermienmotilitat vor Aufbereitung

Zwischen den Spermatozoen der WHO-Kategorie A vor Aufbereitung besteht ein
geringer (r=0,341), aber sehr signifikanter (p=0,001) Zusammenhang mit der
Spermiendichte vor Aufbereitung. AuBerdem zeigt sich in dieser Kategorie eine
signifikante (p=0,04) geringe Korrelation (r=0,331) mit der Vitamin A Konzentration.
Es findet sich eine signifikante (p=0,022) geringe Korrelation (r=0,246) mit dem HOS-
Wert vor Aufbereitung, ebenso mit dem Eosin-Wert vor Aufbereitung (r=0,452). Hier
ist der Zusammenhang allerdings hoch signifikant (p<0,001).

Die Spermatozoen der WHO-Kategorie B vor Aufbereitung korrelieren gering
(r=0,287) aber sehr signifikant (p=0,007) mit der Spermiendichte vor Aufbereitung.
Auch hier zeigt sich eine geringe Korrelation mit dem HOS-Wert (r=0,385) und eine
mittlere Korrelation mit dem Eosin-Wert (r=0,522). Beide Korrelationen sind mit
p<0,001 hoch signifikant.

Bei den Spermatozoen der WHO-Kategorie C zeigt sich wie auch schon in den
vorangegangenen Kategorien eine signifikante (p=0,022) geringe Korrelation
(r=0,245) mit der Spermiendichte vor Aufbereitung. Ein mittlerer (r=-0,502) hoch
signifikanter (p<0,001) Zusammenhang besteht mit dem Ergebnis des Cytur-Tests.

Es zeigte sich auBerdem eine geringe (r=0,24) signifikante (p=0,025) Korrelation mit
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der Vitamin E Konzentration vor Aufbereitung. Es findet sich im Gesamtkollektiv ein
geringer (r=0,434) hoch signifikanter (p<0,001) Zusammenhang mit der Anzahl der
apoptotischen Spermien in der TUNEL-Farbung vor Aufbereitung und ein geringer
Zusammenhang (r=-0,394) mit dem Ergebnis der CMA3-Farbung vor Aufbereitung.
Beide Zusammenhange sind hoch signifikant (p<0,001). Bei getrennter Betrachtung
findet man in der IVF-Gruppe einen sehr signifikanten, geringen Zusammenhang mit
der Anzahl der apoptotischen Spermien in der TUNEL-Farbung (r=-0,441; p=0,007)
nach Aufbereitung. Vor Aufbereitung zeigt sich dieser Zusammenhang ebenfalls
(r=-0,257; p=0,13), aber nicht signifikant. Es findet sich in der IVF-Gruppe auch eine
Korrelation mit der CMAs-Farbung sowohl vor (r=-0,304; p=0,072) als auch nach
Aufbereitung (r=-0,325; p=0,053), beide jedoch nicht signifikant. In der ICSI-Gruppe
zeigen sich eine geringe Korrelation mit der Anzahl der apoptotischen Spermien in
der TUNEL-Farbung vor Aufbereitung (r=-0,49) sowie eine mittlere Korrelation
(r=-0,56) nach Aufbereitung. Beide Zusammenhange sind hoch signifikant (p<0,001).
In der ICSI-Gruppe finden sich zwischen der CMAgs-Farbung und dieser
Motilitatskategorie folgende Korrelationen. Vor Aufbereitung gering und sehr
signifikant (r=-0,448; p=0,001), nach Aufbereitung gering und signifikant (r=-0,299;
p=0,033).

Spermien der WHO-Kategorie D korrelieren im Gesamtkollektiv gering (r=-0,409)
aber hoch signifikant (p<0,001) mit der Spermiendichte vor Aufbereitung. Ein
geringer (r=0,362) sehr signifikanter Zusammenhang (p=0,001) besteht mit dem
Ergebnis des Cytur-Tests im Gesamtkollektiv. Wie auch in Kategorie C finden sich im
Gesamtkollektiv hoch signifikante (p<0,001) geringe Korrelationen mit dem Ergebnis
der CMA;-Farbung (r=0,368) und der Zahl der apoptotischen Spermien in der
TUNEL-Féarbung (r=0,384) vor Aufbereitung. In der IVF-Gruppe finden sich geringe,
signifikante Korrelationen sowohl mit der CMAs-Féarbung (r=0,341; p=0,042) als auch
mit der TUNEL-Farbung (r=0,335; p=0,046) vor Aufbereitung. In der ICSI-Gruppe
zeigen sich mit der TUNEL-Farbung signifikante geringe Korrelationen sowohl vor
(r=0,319; p=0,022) als auch nach Aufbereitung (r=0,352; p=0,011).

AuBerdem zeigt sich im Gesamtkollektiv eine sehr signifikante (p=0,001) geringe
Korrelation (r=-0,364) mit dem HOS-Test vor Aufbereitung. Der Eosin-Test im
Gesamtkollektiv vor Aufbereitung besteht ebenfalls eine geringe Korrelation

(r=-0,474) mit den Spermien dieser Kategorie, allerdings hoch signifikant (p<0,001).
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4.2.7.2 Spermienmotilitat nach Aufbereitung

Durch die Aufbereitung des Ejakulates wird die Motilitdt der Spermatozoen in beiden

Gruppen deutlich verbessert. Es bleibt jedoch dabei, dass die Ergebnisse im IVF-

Kollektiv besser sind. Der Unterschied zum ICSI-Kollektiv beziglich der Spermien

der WHO-Kategorie A ist hoch signifikant (p<0,001). In der IVF-Gruppe sind es nach
Spermienaufbereitung 45,00%%18,17%, in der ICSI-Gruppe 25,59+24,32% Spermien
der Kategorie A. Fir die weiteren Untersuchungsergebnisse der Spermienmotilitat

nach Aufbereitung méchte ich auf Tab. 4.5 verweisen.

Tab. 4.5 Spermienmotilitat nach Aufbereitung

Spermienmotilitét in % IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
WHO-Kategorie A 45,00 £+ 18,17 | 25,59 +24,32 33,62 £ 23,89 <0,001
WHO-Kategorie B 25,14 £11,86 | 20,31 +14,43 22,31 £ 13,38 0,098
WHO-Kategorie C 12,22 £7,70 14,02 £ 14,42 13,28 + 12,08 0,497
WHO-Kategorie D 17,64 + 13,86 | 40,08 + 28,92 30,79 £ 26,23 <0,001
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Zwischen den Spermatozoen der WHO-Kategorie A nach Aufbereitung besteht ein
geringer (r=0,322), aber sehr signifikanter (p=0,002) Zusammenhang mit der
Spermiendichte nach Aufbereitung. AuBerdem besteht ein geringer (r=0,363) sehr
signifikanter (p=0,001) Zusammenhang mit dem Ergebnis des Eosin-Tests nach
Aufbereitung.

Bei den Spermatozoen der WHO-Kategorie B nach Aufbereitung besteht eine
geringe (r=-0,36) sehr signifikante (p=0,001) Korrelation mit dem Cytur-Test im
Gesamtkollektiv. Es zeigt sich im Gesamtkollektiv eine geringe (r=-0,309) sehr
signifikante (p=0,004) Korrelation mit der CMAs-Farbung nach Aufbereitung und eine
sehr signifikante (p=0,001) geringe (r=-0,361) Korrelation mit der Anzahl der
apoptotischen Spermien in der TUNEL-Farbung. In der IVF-Gruppe finden sich nach
Aufbereitung sowohl mit der CMAs-Farbung (r=-0,517) als auch mit der TUNEL-
Farbung (r=-0,647) hoch signifikante (p<0,001), mittlere Korrelationen.

Es findet sich im Gesamtkollektiv ein geringer (r=0,336) signifikanter (p=0,036)
Zusammenhang mit der Vitamin A Konzentration. Mit der Eosin-Konzentration nach
Aufbereitung kann ein geringer (r=0,236) signifikanter (p=0,028) Zusammenhang
gezeigt werden.

Die Spermatozoen der WHO-Kategorie C nach Aufbereitung zeigen eine geringe
(r=-0,314) sehr signifikante (p=0,003) Korrelation mit dem Cytur-Test. AuBerdem
findet sich im Gesamtkollektiv eine sehr signifikante (p=0,009) geringe Korrelation
(r=-0,279) mit der TUNEL-Farbung nach Aufbereitung. In der ICSI-Gruppe zeigt sich
dieser Zusammenhang hoch signifikant (r=-0,485; p<0,001). In der IVF-Gruppe
erreicht er nicht das Signifikanzniveau.

Bei den Spermatozoen der WHO-Kategorie D nach Aufbereitung findet sich eine
geringe (r=0,238) signifikante (p=0,026) Korrelation mit dem Cytur-Test. Eine sehr
signifikante (p=0,007) geringe Korrelation (r=0,287) zeigt sich im Gesamtkollektiv mit
der CMAs-Farbung. Mit der TUNEL-Farbung wird im Gesamtkollektiv eine
signifikante geringe Korrelation (r=0,243; p=0,024) nach Aufbereitung ermittelt. In der
IVF-Gruppe zeigt sich ein geringer, signifikanter Zusammenhang mit der CMAs-
Farbung nach Aufbereitung (r=0,402; p=0,015).

Des Weiteren findet sich eine sehr signifikante (p=0,01) geringe Korrelation
(r=-0,409) mit der Konzentration von Vitamin A. Eine sehr signifikante (p=0,02)

geringe (r=-0,249) Korrelation besteht mit dem HOS-Test nach Aufbereitung sowie
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mit dem Eosin-Test (r=-0,402) nach Aufbereitung. Hier jedoch hoch signifikant
(p<0,001).

Erwartungsgeman korrelieren die einzelnen WHO-Kategorien sowohl vor als auch
nach Aufbereitung sehr signifikant bzw. hoch signifikant untereinander. Gleiches gilt
flr Korrelationen zwischen der Spermienmotilitdt und der Spermienmorphologie.

4.3 Spermienmorphologie

Die Beurteilung der Spermienmorphologie erfolgt, anhand der unter Kapitel 3.3.2
beschrieben Kriterien, vor und nach der Spermienaufbereitung.

Tab. 4.6 Morphologisch normale Spermien in % vor und nach Aufbereitung

normomorphe Spermien in % IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
vor Aufbereitung 9,44 + 5,55 6,04 £5,12 7,45 +554 0,004
nach Aufbereitung 16,06 +7,54 | 8,51 +6,97 11,63 + 8,09 <0,001
4.3.1 Spermienmorphologie vor Aufbereitung
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Abb. 4.5 normomorphe Spermien in % vor Aufbereitung

Die Anzahl der morphologisch normalen Spermatozoen liegt im Gesamtkollektiv vor
Aufbereitung bei 7,45%15,54%. Betrachtet man das IVF-Kollektiv, so liegt der Anteil
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an normomorphen Spermien vor Aufbereitung bei 9,44%+5,55%. Es findet sich ein
sehr signifikanter (p=0,004) Unterschied zum ICSI-Kollektiv, bei dem der Anteil an
morphologisch normalen Spermien vor Aufbereitung bei 6,04%15,12% liegt.
Berlcksichtigt man nun aber die Ergebnisse, die sich bei der Untersuchung der
Spermienvitalitdt und der Spermienmotilitadt zwischen den beiden Gruppen finden, so
erklart sich wohl auch dieses Ergebnis zugunsten der IVF-Gruppe.

Es findet sich ein signifikanter (p=0,027) geringer Zusammenhang (r=-0,237)
zwischen dem Anteil an morphologisch normalen Spermien vor Aufbereitung und
dem Ergebnis des Cyturtests. AuBerdem findet sich eine geringe (r=0,217)
signifikante Korrelation (p=0,043) der Anzahl der normomorphen Spermien vor
Aufbereitung mit der Spermiendichte vor Aufbereitung. Des Weiteren zeigen sich
signifikante, geringe Korrelationen des Anteils an morphologisch normalen Spermien
vor Aufbereitung mit Spermien der Motilitdtskategorie A (r=0,255; p=0,017) und
entsprechend mit Spermien der Motilitdtskategorie D (r=-0,263; p=0,014). Eine hoch
signifikante (p<0,001) hohe Korrelation (r=0,826) findet sich zwischen dem Anteil an
morphologisch normalen Spermien vor und nach Aufbereitung. Natirlich zeigt sich
auch eine Korrelation der normomorphen Spermien vor Aufbereitung mit den
amorphen Spermien vor Aufbereitung. Dieser Zusammenhang ist mittel ausgepragt
(r=-0,564) aber mit p<0,001 hoch signifikant.
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4.3.2 Spermienmorphologie nach Aufbereitung
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Abb. 4.6 normomorphe Spermien in % nach Aufbereitung

Der Anteil an morphologisch normalen Spermien liegt im Gesamtkollektiv nach
Aufbereitung mit PureSperm bei 11,63%18,09%. Er konnte somit zum Wert vor
Aufbereitung nahezu verdoppelt werden (siehe Tab. 4.6). Bei getrennter Betrachtung
beider Kollektive zeigt sich ein hoch signifikanter (p<0,001) Unterschied. Im IVF-
Kollektiv liegt der Anteil an morphologisch normalen Spermien nach Aufbereitung bei
16,06%=7,54% im ICSI-Kollektiv dagegen bei 8,51%16,97%.

Auch nach Aufbereitung findet sich eine geringe Korrelation (r=-0,367) mit dem
Ergebnis des Cyturtests. Nach Aufbereitung ist diese Korrelation allerdings hoch
signifikant (p<0,001). Eine sehr signifikante (p=0,002) geringe Korrelation (r=0,329)
zeigt sich mit der Spermiendichte vor Aufbereitung. Weiterhin zeigen sich folgende
Zusammenhange. Der Anteil der morphologisch normalen Spermatozoen nach
Aufbereitung korreliert gering und signifikant mit der Anzahl an Spermien der
Motilitatskategorie A (r=0,216; p=0,045), der Motilitatskategorie B (r=0,245; p=0,022)
sowie sehr signifikant (p=0,004) mit der Anzahl der Spermien der Motilitdtskategorie
D (r=-0,303) vor Aufbereitung. Hinsichtlich des Anteils der normomorphen Spermien
nach Aufbereitung besteht mit der Spermienmotilitdit nach Aufbereitung geringe
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signifikante Korrelationen in der Motilitatskategorie C (r=0,216; p=0,044) und der
Motilitatskategorie D (r=-0,226; p=0,036). Auch hier zeigt sich eine hoch signifikante
(p<0,001) mittlere Korrelation (r=-0,602) zwischen dem Anteil an morphologisch
normalen Spermien nach Aufbereitung und dem Anteil an amorphen Spermien nach
Aufbereitung.

Es findet sich eine sehr signifikanter (p=0,009), geringer (r=0,415) Zusammenhang

zwischen Spermien mit Schwanzdeformitaten und dem Alter der Manner.

4.4 Chromatinkondensation mittels Chromomycin A; (CMA:;)
Farbung

Die Untersuchung der Chromatinkondensation mittels der Chromomycin Az Farbung
wird vor und nach Aufbereitung wie unter Kapitel 3.4 beschrieben durchgeftihrt. Der
Anteil der Spermien mit gut kondensiertem Chromatin im Spermienkopf liegt im
Gesamtkollektiv ~ vor  Aufbereitung bei 44 41%124,3%. Durch die
Spermienaufbereitung kann dieser Anteil im Gesamtkollektiv auf 64,46%+20,82%
gesteigert werden. Betrachtet man das IVF- und das ICSI-Kollektiv getrennt
voneinander so zeigt sich vor Aufbereitung in der IVF-Gruppe ein Anteil von gut
kondensierten Spermien von 36,11%%26,32%, in der ICSI-Gruppe von
50,27%+21,13%. Dieser Unterschied ist mit p=0,007 sehr signifikant.

Nach Aufbereitung ist der Anteil an gut kondensierten Spermien in der IVF-Gruppe
auf 59,47%+21,49%, in der ICSI-Gruppe auf 67,98%+19,8% gestiegen. Mit p=0,06
ist dieser Unterschied nicht mehr signifikant.

Tab. 4.7 Chromatinkondensation vor und nach Aufbereitung

gut kondensierte Spermien . L
mittels CMA, Firbung in % IVF ICSI Gesamtkollektiv | Signifikanz
vor Aufbereitung 36,11+26,32 | 50,27+21,13 44,41+24.3 0,007
nach Aufbereitung 59,47+21,49 | 67,98%£19,8 64,46+20,82 0,06
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Abb. 4.7 Chromatinkondensation mittels CMAs-Farbung

Es zeigt sich im Gesamtkollektiv eine hoch signifikante (p<0,001) mittlere Korrelation
(r=0,547) zwischen der Chromatinkondensation vor Aufbereitung und dem Cyturtest.
Nach Aufbereitung ist diese Korrelation nur noch gering (r=0,432), aber immer noch
hoch signifikant (p<0,001) ausgepragt. In der IVF-Gruppe besteht sowohl vor
(r=0,746) als auch nach (r=0,748) Aufbereitung eine hoch signifikante (p<0,001),
hohe Korrelation zwischen der Chromatinkondensation und dem Cyturtest. In der
ICSI-Gruppe findet sich ebenfalls eine positive Korrelation. Sie erreicht aber weder
vor noch nach Aufbereitung das Signifikanzniveau.

Weiterhin  finden sich geringe, signifikante Korrelationen zwischen der
Chromatinkondensation vor Aufbereitung und dem MAR-Test (r=-0,249; p=0,02)
sowie der Spermiendichte vor Aufbereitung (r=-0,243; p=0,023).

Fir die Korrelationen zwischen der Chromatinkondensation und den Ergebnissen der
Spermienmotilitdtsuntersuchung, jeweils vor und nach Spermienaufbereitung,
mdchte ich auf das Kapitel 4.2.7 verweisen.
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Zwischen der Chromatinkondensation vor Aufbereitung und dem Ergebnis der
TUNEL-Farbung sowohl vor (r=0,604; p<0,001) als auch nach Aufbereitung (r=0,566;
p<0,001) zeigte sich im Gesamtkollektiv eine hoch signifikante mittlere Korrelation.
Das Ergebnis der CMAs-Farbung nach Aufbereitung korreliert mit dem Ergebnis der
TUNEL-Farbung nach Aufbereitung im Gesamtkollektiv immer noch hoch signifikant
(p<0,001) aber mit r=0,447 ist die Korrelation nur noch gering ausgepragt. In der IVF-
Gruppe besteht ein hoch signifikanter (p<0,001), mittlerer Zusammenhang zwischen
dem Ergebnis der CMAs-Farbung vor Aufbereitung und dem der TUNEL-Farbung
sowohl vor (r=0,686) als auch (r=0,625) nach Aufbereitung. In der ICSI-Gruppe findet
sich eine hoch signifikante (p<0,001) geringe Korrelation zwischen der CMAs-
Farbung vor Aufbereitung und dem Ergebnis der TUNEL-Farbung sowohl vor
(r=0,473) als auch nach (r=0,475) Aufbereitung. Eine Korrelation besteht auch noch
nach Aufbereitung zwischen den beiden Farbungen, in der IVF-Gruppe sehr
signifikant und mittelstark (r=0,526; p=0,001), in der ICSI-Gruppe signifikant und
gering (r=0,351; p=0,012).

Weiterhin findet sich zwischen der Chromatinkondensation vor Aufbereitung und der
Anzahl der morphologisch normalen Spermien nach Aufbereitung eine sehr
signifikante (p=0,002) geringe Korrelation (r=-0,322). Das Ergebnis der CMA;-
Farbung nach Aufbereitung zeigt einen gerade noch signifikanten (p=0,049),
geringen (r=-0,211) Zusammenhang mit dem Anteil der normomorphen Spermien
nach Aufbereitung.

AuBerdem zeigen sich sehr signifikante, geringe Korrelationen zwischen dem
Ergebnis der CMAgs-Farbung vor Aufbereitung und dem HOS-Test sowohl vor
(r=-0,211; p=0,049) als auch nach Aufbereitung (r=-0,22; p=0,04). Die Korrelation
bleibt zwischen dem Ergebnis der CMAz-Farbung nach Aufbereitung und dem HOS-
Test nach Aufbereitung erhalten (r=-0,216; p=0,044).

Natdrlich findet sich zwischen dem Ergebnis der CMAs-Farbung vor und nach
Aufbereitung eine hohe Korrelation (r=0,864). ErwartungsgemafB ist dieser
Zusammenhang hoch signifikant (p<0,001).
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4.5 Beurteilung von Apoptose und DNA-Integritat mittels TUNEL-
Farbung

Wenn im Folgenden vom Ergebnis der TUNEL-Farbung gesprochen wird so bezieht
sich dies auf Spermien mit intakter DNA ohne Strangbriiche.

Die Untersuchung auf DNA-Strangbriiche in den Spermatozoen, mittels der TUNEL-
Farbung wurde vor und nach Aufbereitung, wie unter Kapitel 3.5.2 beschrieben,
durchgefihrt. Im Gesamtkollektiv liegt der Anteil der Spermien ohne DNA-
Strangbriiche vor Spermienaufberreitung bei 51,37%%22,96%. Bei getrennter
Betrachtung beider Gruppen zeigt sich dieser Anteil im IVF-Kollektiv mit
46,11%+23,32% etwas niedriger als im ICSI-Kollektiv mit 55,08%%22,18%. Dieser
Unterschied ist mit p=0,073 nicht signifikant.

Nach Spermienaufbereitung liegt der Anteil der Spermien mit intakter DNA im
Gesamtkollektiv bei 70,51%%18,96%. Auch nach Spermienaufbereitung findet sich
kein signifikanter (p=0,199) Unterschied zwischen der IVF-Gruppe (67,39%%19,74%)
und der ICSI-Gruppe (72,71%x18,25%).
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Abb. 4.8 Apoptosebeurteilung mittels TUNEL-Farbung
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Es zeigte sich im Gesamtkollektiv eine geringe (r=0,221) signifikante (p=0,04)
Korrelation zwischen dem Ergebnis der TUNEL-Farbung vor Spermienaufbereitung
und dem pH-Wert. Es findet sich im Gesamtkollektiv vor (r=0,637; p<0,001) als auch
nach Spermienaufbereitung (r=0,686; p<0,001) eine hoch signifikante, mittlere
Korrelation mit dem Ergebnis des Cytur-Tests. In der IVF-Gruppe findet sich ein hoch
signifikanter (p<0,001) hoher Zusammenhang zwischen Cyturtest und TUNEL-
Farbung sowohl vor (r=0,733) als auch nach Aufbereitung (r=0,718). In der ICSI-
Gruppe findet sich eine hoch signifikante (p<0,001), mittlere Korrelation zwischen
Cyturtest und TUNEL-Farbung sowohl vor (r=0,529) als auch nach Aufbereitung
(r=0,644).

Zur genaueren Erlauterung der Zusammenhange zwischen dem Ergebnis der
TUNEL-Farbung und der Spermienmotilitdt mdchte ich auf 4.2.7 verweisen.
AuBerdem finden sich im Gesamtkollektiv zwischen dem Ergebnis der TUNEL-
Farbung vor Spermienaufbereitung und dem Ergebnis der CMAs-Farbung vor
Spermienaufbereitung eine hoch signifikante mittlere Korrelation (r=0,604; p<0,001),
nach Aufbereitung eine geringe (r=0,48), aber immer noch hoch signifikante
(p<0,001) Korrelation. Zwischen dem Ergebnis der TUNEL-Farbung nach
Spermienaufbereitung findet sich im Gesamtkollektiv mit dem Ergebnis der CMAs-
Farbung vor Spermienaufbereitung eine mittlere Korrelation (r=0,566), mit dem
Ergebnis der CMAs-Farbung nach Spermienaufbereitung eine geringe Korrelation
(r=0,447). Beide Zusammenhange sind mit p<0,001 hoch signifikant. In der IVF-
Gruppe zeigt sich eine Korrelation zwischen der TUNEL-Farbung vor Aufbereitung
und der CMAz-Farbung sowohl vor (r=0,686; p<0,001) als auch nach Aufbereitung
(r=0,514; p=0,001). Zwischen TUNEL- und CMAgs-Farbung, beides nach
Aufbereitung, besteht hier ein sehr signifikanter (p=0,001) mittlerer (r=0,526)
Zusammenhang. In der ICSI-Gruppe findet sich eine Korrelation zwischen der
TUNEL-Farbung vor Aufbereitung und der CMAs-Farbung sowohl vor (r=0,473;
p<0,001) als auch nach Aufbereitung (r=0,354; p=0,011). Zwischen TUNEL- und
CMA;-Farbung, jeweils nach Aufbereitung, zeigt sich hier ein signifikanter (p=0,012)
geringer (r=0,351) Zusammenhang.

Es findet sich auBerdem eine geringe (r=-0,216) signifikante (p=0,044) Korrelation
des Ergebnisses der TUNEL-Farbung vor Spermienaufbereitung mit dem HOS-Test
vor Spermienaufbereitung. Nach Aufbereitung zeigt sich eine &hnliche Korrelation
(r=-0,17), sie ist jedoch nicht mehr signifikant ausgepragt (p=0,115).
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Erwartungsgemafn findet sich eine hohe Korrelation (r=0,864) zwischen dem
Ergebnis der TUNEL-Farbung vor und nach Spermienaufbereitung. Dieser
Zusammenhang ist hoch signifikant (p<0,001).

4.6 Oxidantien- und Antioxidantienkonzentration im Seminalplasma
und im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation

Wenn im Folgenden von ROS- oder TAS-Werten mit dem Zusatz | bzw. Il

gesprochen wird, so bedeutet:

I = Messung im Seminalplasma des nativen Ejakulats nach Verfllissigung

Il = Messung im Ring, der sich nach Dichtegradientenzentrifugation zwischen der
PureSperm-L6sung A (40%) und -Lésung B (80%) bildet.

4.6.1 Reactive oxygen species (ROS)

Tab. 4.8 Reactive oxygen species (ROS)

Abb. 4.9 ROS im Seminalplasma
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ROS in pmol/l IVF ICSI Gesamtkollektiv Signifikanz
ROS | 39,24+22,2 51,4+86,64 46,37+67,83 0,414
ROS Il 81,86+50,05 40,43+33,04 57,57+45,55 <0,001
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Abb. 4.10 ROS im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation

Wie in Tab. 4.6 aufgefihrt zeigt sich ein hoch signifikanter (p<0,001) Unterschied
zwischen dem IVF- (81,861£50,05) und dem ICSI-Kollektiv (40,43+33,04) bezliglich
der ROS Il-Konzentration. Im Seminalplasma (ROS 1) besteht ebenfalls ein
Unterschied (39,24+22,2 vs. 51,4+86,64), dieser ist jedoch mit p=0,414 nicht
signifikant.

Im Gesamtkollektiv zeigen sich fir ROS | (46,37+67,83) etwas niedrigere Werte als
fir ROS Il (57,57+45,55).
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Tab. 4.9 Korrelationen zwischen der ROS-Konzentrationen (ROS | und ROS II)

und den gemessenen Spermienparametern im Gesamtkollektiv

Gesamtkollektiv

ROS |

ROS I

Cytur

r=0,141; p=0,193

r=0,471; p<0,001

Spermiendichte (vor Spermien-Aufb.)

r=-0,007; p=0,946

r=0,107; p=0,326

Spermiendichte (nach Spermien-Aufb.)

r=-0,005; p=0,966

r=-0,129; p=0,235

Motilitat WHO-Kategorie A (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,027; p=0,806

r=0,156; p=0,15

Motilitat WHO-Kategorie B (vor Sp.-Aufb.)

r=0,104; p=0,34

r=0,145; p=0,18

Motilitat WHO-Kategorie C (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,027; p=0,805

r=0,186; p=0,085

Motilitat WHO-Kategorie D (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,036; p=0,743

r=-0,210; p=0,051

Motilitat WHO-Kategorie A (nach Sp.-Aufb.)

r=0,196; p=0,07

r=-0,247; p=0,021

Motilitat WHO-Kategorie B (nach Sp.-Aufb.)

r=0,126; p=0,244

r=-0,233; p=0,03

Motilitat WHO-Kategorie C (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,068; p=0,534

r=0,097; p=0,371

Motilitat WHO-Kategorie D (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,153; p=0,156

r=0,302; p=0,004

Morphologie normal (vor Sp.-Aufb.)

r=0,106; p=0,327

r=-0,269; p=0,012

Morphologie amorph (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,072; p=0,509

r=-0,067; p=0,539

Morphologie normal (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,266; p=0,013

r=-0,486; p<0,001

Morphologie amorph (nach Sp.-Aufb.)

r=0,232; p=0,031

r=0,233; p=0,03

CMA;-Féarbung (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,295; p=0,006

r=-0,504; p<0,001

CMA;-Féarbung (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,283; p=0,008

r=-0,411; p<0,001

TUNEL-Férbung (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,253; p=0,018

r=-0,44; p<0,001

TUNEL-Férbung (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,213; p=0,047

r=-0,451; p<0,001

Vitamin A

r=0,022; p=0,894

r=-0,15; p=0,363

Vitamin E

r=-0,005; p=0,966

1=0,027; p=0,804

ROS |

%

r=0,678; p<0,001

ROS II

r=0,678; p<0,001

%

TAS |

r=0,219; p=0,041

r=0,612; p<0,001

TAS I

r=-0,024; p=0,827

r=0,321; p=0,002

HOS (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,155; p=0,152

r=-0,014; p=0,901

HOS (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,128; p=0,236

r=-0,081; p=0,456

Eosin (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,104; p=0,336

r=-0,018; p=0,866

Eosin (nach Sp.-Aufb.) r=-0,031; p=0,777 r=-0,101; p=0,35
Alter des Mannes r=0,208; p=0,203 r=0,394; p=0,013
Fertilisation r=-0,095; p=0,382 r=-0,2; p=0,063

Schwangerschaft r=0,125; p=0,267 r=0,187; p=0,097
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Tab. 4.10 Korrelationen zwischen der ROS-Konzentrationen (ROS | und ROS II)

und den gemessenen Spermienparametern im IVF-Kollektiv

IVF-Kollektiv

ROS |

ROS I

Cytur

r=0,575; p<0,001

r=0,510; p=0,001

Spermiendichte (vor Spermien-Aufb.)

r=0,067; p=0,698

r=-0,184; p=0,283

Spermiendichte (nach Spermien-Aufb.)

r=-0,043; p=0,805

r=-0,217; p=0,203

Motilitat WHO-Kategorie A (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,114; p=0,507

r=-0,056; p=0,748

Motilitat WHO-Kategorie B (vor Sp.-Aufb.)

r=0,163; p=0,342

r=0,075; p=0,665

Motilitat WHO-Kategorie C (vor Sp.-Aufb.)

r=0,177; p=0,302

r=0,169; p=0,323

Motilitat WHO-Kategorie D (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,174; p=0,31

r=-0,137; p=0,424

Motilitat WHO-Kategorie A (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,246; p=0,148

r=-0,106; p=0,538

Motilitat WHO-Kategorie B (hach Sp.-Aufb.)

r=-0,427; p=0,009

r=-0,431; p=0,009

Motilitat WHO-Kategorie C (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,010; p=0,955

r=0,003; p=0,986

Motilitat WHO-Kategorie D (nach Sp.-Aufb.)

r=0,014; p=0,933

r=0,187; p=0,274

Morphologie normal (vor Sp.-Aufb.)

r=0,196; p=0,251

r=0,233; p=0,171

Morphologie amorph (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,212; p=0,215

r=0,108; p=0,531

Morphologie normal (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,333; p=0,047

r=-0,429; p=0,009

Morphologie amorph (nach Sp.-Aufb.)

r=0,294; p=0,081

r=0,351; p=0,036

CMA;-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,441; p=0,007

r=-0,468; p=0,004

CMA;-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,418; p=0,011

r=-0,464; p=0,004

TUNEL-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,391; p=0,018

r=-0,471; p=0,004

TUNEL-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,483; p=0,003

r=-0,512; p=0,001

Vitamin A

r=0,061; p=0,868

r=-0,276; p=0,44

Vitamin E

r=0,084; p=0,628

r=0,104; p=0,544

ROS |

%

r=0,575; p<0,001

ROS II

r=0,575; p<0,001

%

TASI

r=0,495; p=0,002

r=0,566; p<0,001

TASII

r=0,57; p<0,001

r=0,599; p<0,001

HOS (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,129; p=0,452

r=-0,141; p=0,413

HOS (nach Sp.-Aufb.) r=-0,13; p=0,451 r=-0,202; p=0,238
Eosin (vor Sp.-Aufb.) r=0,005; p=0,977 r=-0,013; p=0,938
Eosin (hach Sp.-Aufb.) r=-0,015; p=0,93 r=-0,007; p=0,969
Alter des Mannes r=-0,467; p=0,173 r=0,395; p=0,258
Fertilisation r=-0,04; p=0,818 r=-0,021; p=0,902
Schwangerschaft r=0,17; p=0,336 r=0,045; p=0,802
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Tab. 4.11 Korrelationen zwischen der ROS-Konzentrationen (ROS | und ROS II)

und den gemessenen Spermienparametern im ICSI-Kollektiv

ICSI-Kollektiv

ROS |

ROS I

Cytur

r=0,065; p=0,653

r=0,354; p=0,011

Spermiendichte (vor Spermien-Aufb.)

r=-0,179; p=0,21

r=-0,122; p=0,393

Spermiendichte (nach Spermien-Aufb.)

r=-0,064; p=0,655

r=-0,254; p=0,073

Motilitat WHO-Kategorie A (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,197; p=0,166

r=-0,013; p=0,926

Motilitat WHO-Kategorie B (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,090; p=0,528

r=-0,125; p=0,383

Motilitat WHO-Kategorie C (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,088; p=0,537

r=0,2; p=0,159

Motilitat WHO-Kategorie D (vor Sp.-Aufb.)

r=0,141; p=0,325

r=0,003; p=0,986

Motilitat WHO-Kategorie A (nach Sp.-Aufb.)

r=0,146; p=0,307

r=0,02; p=0,888

Motilitat WHO-Kategorie B (hach Sp.-Aufb.)

r=-0,095; p=0,506

r=-0,065; p=0,651

Motilitat WHO-Kategorie C (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,03; p=0,837

r=0,186; p=0,192

Motilitat WHO-Kategorie D (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,079; p=0,58

r=0,064; p=0,654

Morphologie normal (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,068; p=0,634

r=0,066; p=0,644

Morphologie amorph (vor Sp.-Aufb.)

r=0,050; p=0,729

r=0,098; p=0,493

Morphologie normal (nach Sp.-Aufb.)

r=0,16; p=0,264

r=-0,34; p=0,015

Morphologie amorph (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,133; p=0,353

r=-0,004; p=0,979

CMA;-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,041; p=0,776

r=-0,185; p=0,194

CMA;-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,134; p=0,349

r=-0,147; p=0,305

TUNEL-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,166; p=0,244

r=-0,259; p=0,066

TUNEL-Farbung (nach Sp.-Aufb.) r=-0,084; p=0,557 r=-0,324; p=0,02
Vitamin A r=0,009; p=0,962 r=-0,154; p=0,425
Vitamin E r=-0,05; p=0,729 r=0,01; p=0,943

ROS | % r=0,656; p<0,001

ROS II r=0,656; p<0,001 %

TASI r=-0,167; p=0,242 r=0,304; p=0,03

TAS I r=-0,067; p=0,64 r=0,301; p=0,032

HOS (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,211; p=0,137

r=-0,037; p=0,798

HOS (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,121; p=0,398

r=-0,111; p=0,438

Eosin (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,287; p=0,041

r=-0,288; p=0,04

Eosin (hach Sp.-Aufb.)

r=-0,155; p=0,277

r=-0,357; p=0,01

Alter des Mannes

r=0,419; p=0,024

r=0,389; p=0,037

Fertilisation

r=0,044; p=0,764

r=-0,035; p=0,809

Schwangerschaft

r=-0,108; p=0,475

r=-0,109; p=0,47
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Es zeigt sich eine geringe (r=0,471) aber hoch signifikante (p<0,001) Korrelation von
ROS Il mit dem Ergebnis des Cyturtests im Gesamtkollektiv. Auch bei getrennter
Betrachtung findet sich im ICSI-Kollektiv dieser signifikante (p=0,011), geringe
(r=0,354) Zusammenhang zwischen ROS Il und dem Cyturtest. Im IVF-Kollektiv
findet sich sowohl mit der ROS-I-Messung hoch signifikante (r=0,575; p<0,001) als
mit der ROS-II-Messung sehr signifikante (r=0,51; p=0,001) mittlere Korrelationen mit
der Esterasenaktivitédt von Granulozyten im Ejakulat.

In der ICSI-Gruppe bestehen signifikante geringe Zusammenhange von ROS |
(r=-0,287; p=0,041) und ROS Il (r=-0,288; p=0,04) mit der Spermienvitalitat im
Eosintest vor Aufbereitung sowie ein geringer signifikanter Zusammenhang der
Spermienvitalitdt im Eosintest nach Aufbereitung mit ROS II (r=-0,357; p=0,01). Die
gefundenen negativen Korrelationen in der ICSI-Gruppe zwischen HOS-Test vor und
nach Aufbereitung, und den ROS-Messungen erreichen nicht das Signifikanzniveau.
Auch in der IVF-Gruppe und im Gesamtkollektiv finden sich negative
Zusammenhénge von ROS | als auch von ROS Il mit der Spermienvitalitat und der
Membranintegritat (Eosin- und HOS-Test), sowohl vor als auch nach Aufbereitung,
sie erreichen aber nicht das Signifikanzniveau.

Weiterhin besteht eine sehr signifikante Korrelationen zwischen ROS |1l und
Spermien der Motilitatskategorie D (r=0,302; p=0,004) im Gesamtkollektiv nach
Aufbereitung. Zwischen Spermien der Motilitdtskategorie A (r=-2,47; p=0,021) und B
(r=-0,233; p=0,03) nach Aufbereitung und ROS Il zeigen sich im Gesamtkollektiv
signifikante geringe Korrelationen. Bei alleiniger Betrachtung der IVF-Gruppe zeigt
sich eine sehr signifikante geringe Korrelation sowohl zwischen ROS 1 (r=-0,427);
p=0,009) als auch zwischen ROS Il (r=-0,431; p=0,009) und Spermien der
Motilitdtskategorie B nach Spermienaufbereitung. In der ICSI-Gruppe finden sich
weder vor noch nach Aufbereitung signifikante Korrelationen der Spermienmotilitat
mit der ROS-I- bzw. ROS-II-Messung.

Es bestehen im Gesamtkollektiv sehr signifikante, geringe Korrelationen zwischen
ROS-Konzentration im Seminalplasma (ROS 1) und der Chromatinkondensation im
Spermatozoenkopf (CMAs-Farbung) vor (r=-0,295; p=0,006) und nach Aufbereitung
(r=-0,283; p=0,008). Dieser Zusammenhang zeigt sich in der IVF-Gruppe vor
Aufbereitung sehr signifikant und gering (r=-0,441; p=0,007), nach Aufbereitung
signifikant und gering (r=-0,418; p=0,011) ausgepragt.
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Auch zwischen der ROS-Konzentration im Ring (ROS Il) und dem Ergebnis der
CMA;-Farbung im Gesamtkollektiv findet sich ein Zusammenhang. Diese Korrelation
ist vor Aufbereitung mittelstark ausgepragt (r=-0,504; p=0,004) und nach
Spermienaufbereitung (r=-0,411; p<0,001) gering ausgepragt. In der IVF-Gruppe
findet sich sowohl vor (r=-0,468; p=0,004) als auch nach (r=-0,464; p=0,004)
Aufbereitung eine sehr signifikante, geringe Korrelation zwischen der
Chromatinkondensation und der ROS-II-Messung. Die in der ICSI-Gruppe
gefundenen  Korrelationen  zwischen den  ROS-Messungen und  der
Chromatinkondensation (vor und nach Aufbereitung) sind ebenfalls alle negativ
ausgepragt, erreichen aber nicht das Signifikanzniveau.

AuBerdem findet sich im Gesamtkollektiv ein signifikanter, geringer Zusammenhang
zwischen ROS | und dem Ergebnis der TUNEL-Farbung vor (r=-0,253; p=0,018) und
nach Aufbereitung (r=-0,213; p=0,047). In der IVF-Gruppe zeigt sich eine geringe,
signifikante Korrelation der Apoptoserate sowohl vor Aufbereitung (r=0,391; p=0,018)
als auch eine sehr signifikante geringe Korrelation nach Aufbereitung (r=0,483;
p=0,003) mit ROS I. Die in der ICSI-Gruppe gefundenen positiven Korrelationen von
Apoptoserate (vor und nach Aufbereitung) und ROS | erreichen nicht das
Signifikanzniveau.

ROS Il zeigt im Gesamtkollektiv mit dem Ergebnis der TUNEL-Farbung vor (r=-0,44)
und auch nach (r=-0,451) Aufbereitung eine geringe Korrelation. Die im
Gesamtkollektiv etwa doppelt so stark ausgepragt ist als die Korrelation zwischen
ROS | und TUNEL und mit p<0,001 hoch signifikant ist. In der IVF-Gruppe finden
sich bei ROS Il sehr signifikante Zusammenhange mit der Apoptoserate sowohl vor
(r=0,471; p=0,004) als auch nach Aufbereitung (r=0,512; p=0,001). Der in der ICSI-
Gruppe gefundene Zusammenhang zwischen ROS Il und Apoptoserate ist nur nach
Aufbereitung signifikant (r=0,324; p=0,02). Vor Aufbereitung erreicht er nicht das
Signifikanzniveau (r=0,259; p=0,066).

Zwischen der ROS-Konzentration und der Spermienmorphologie bestehen folgende
Zusammenhange. Es zeigt sich eine geringe, signifikante Korrelation (r=-0,269;
p=0,012) zwischen ROS Il und der Anzahl an morphologisch normalen
Spermatozoen im Gesamtkollektiv vor Aufbereitung. Mit der Anzahl an elongierten
Spermien im Gesamtkollektiv vor Aufbereitung besteht eine sehr signifikante, geringe
Korrelation mit ROS | (r=0,329; p=0,002) und mit ROS Il (r=0,307; p=0,004). Die Zahl
der morphologisch normalen Spermien im Gesamtkollektiv nach Aufbereitung
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korreliert gering (r=-0,266) und signifikant p=0,013) mit ROS I. Die morphologisch
normalen Spermien im Gesamtkollektiv nach Aufbereitung zeigen eine hoch
signifikante (p<0,001), geringe (r=-0,486) Korrelation mit ROS Il. Ein entsprechender
Zusammenhang findet sich in der IVF-Gruppe sowohl mit ROS | (r=-0,333; p=0,047)
als auch mit ROS Il (r=-0,429; p=0,009), im ICSI-Kollektiv nur mit ROS Il (r=-0,34;
p=0,015).

Betrachtet man die Zahl der amorphen Spermien im Gesamtkollektiv nach
Aufbereitung, so findet man eine geringe, signifikante Korrelation mit ROS | (r=0,232;
p=0,031) und mit ROS Il (r=0,233; p=0,03). Bei getrennter Betrachtung findet sich
nur in der IVF-Gruppe ein signifikanter Zusammenhang zwischen ROS II und der
Anzahl von amorphen Spermien (r=0,351; p=0,036).

Auch besteht im Gesamtkollektiv ein geringer, sehr signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Zytoplasmaabnormitaten und ROS | (r=0,317; p=0,003).
Mit ROS Il findet sich hier auch eine geringe Korrelation (r=0,217), welche mit
p=0,043 noch signifikant ist.

Zwischen ROS Il und dem Alter der Manner besteht eine geringe (r=0,394)
signifikante (p=0,013) Korrelation im Gesamtkollektiv. Es besteht auch ein positiver
Zusammenhang zwischen ROS | und dem Alter der Manner, dieser erreicht aber
nicht das Signifikanzniveau. In der ICSI-Gruppe findet sich ebenfalls eine signifikante
geringe Korrelation zwischen Alter des Mannes und ROS | (r=0,419; p=0,024) sowie
mit ROS II (r=0,389, p=0,037).

Es zeigt sich auch eine mittlere Korrelation (r=0,678) zwischen ROS | und ROS Il im
Gesamtkollektiv. Dieser Zusammenhang ist mit p<0,001 hoch signifikant.

Es fanden sich keine signifikanten Zusammenhange zwischen den ROS-Messungen
und der Fertilisations- und Schwangerschaftsrate weder im Gesamtkollektiv noch bei
getrennter Betrachtung der IVF- und der ICSI-Gruppe. Hierzu méchte ich auch auf
Kapitel 4.8 und 5.2.5 verweisen.
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4.6.2 Total antioxidant status (TAS)

Tab. 4.12 Total antioxidant status (TAS)

Abb. 4.12 TAS im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation
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TAS in mmol/l IVF ICSI Gesamtkollektiv Signifikanz
TAS | 1,58+0,43 1,2910,5 1,41+0,5 0,008
TAS I 1,21£0,39 0,94+0,57 1,05+0,52 0,015
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Abb. 4.11 TAS im Seminalplasma
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Wie in Tab. 4.12 gezeigt findet sich ein sehr signifikanter (p=0,008) Unterschied
zwischen dem total antioxidant status im Seminalplasma (TAS 1) des IVF-
(1,58%0,43) und des ICSI-Kollektivs (1,29+0,5). Auch der total antioxidant status im
Ring (TAS 1l) zeigt einen signifikanten Unterschied (p=0,015) zwischen IVF-
(1,21£0,39) und ICSI-Gruppe (0,94+0,57). Im Gesamtkollektiv liegt der TAS im
Seminalplasma (1,41+0,5) etwas héher als im Ring (1,05£0,52).
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Tab. 4.13 Korrelationen zwischen der TAS-Konzentrationen (TAS | und TAS 1l)

und den gemessenen Spermienparametern im Gesamtkollektiv

Gesamt-Kollektiv

TASI

TAS I

Cytur

r=-0,796; p<0,001

r=-0,787; p<0,001

Spermiendichte (vor Spermien-Aufb.)

1=0,294; p=0,006

1=0,094; p=0,384

Spermiendichte (nach Spermien-Aufb.)

r=0,074; p=0,495

r=0,239; p=0,025

Motilitat WHO-Kategorie A (vor Sp.-Aufb.)

r=0,154; p=0,155

r=-0,075; p=0,491

Motilitat WHO-Kategorie B (vor Sp.-Aufb.)

r=0,261; p=0,015

r=0,005; p=0,961

Motilitat WHO-Kategorie C (vor Sp.-Aufb.)

r=0,508; p<0,001

r=0,591; p<0,001

Motilitat WHO-Kategorie D (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,488; p<0,001

r=-0,317; p=0,003

Motilitat WHO-Kategorie A (nach Sp.-Aufb.)

r=0,231; p=0,032

r=-0,051; p=0,639

Motilitat WHO-Kategorie B (hach Sp.-Aufb.)

r=0,471; p<0,001

r=0,3; p=0,005

Motilitat WHO-Kategorie C (nach Sp.-Aufb.) r=0,24; p=0,025 r=0,358; p<0,001
Motilitat WHO-Kategorie D (nach Sp.-Aufb.) r=-0,432; p<0,001 r=-0,193; p=0,074
Morphologie normal (vor Sp.-Aufb.) r=0,26; p=0,015 r=0,129; p=0,234

Morphologie amorph (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,064; p=0,554

r=0,031; p=0,774

Morphologie normal (nach Sp.-Aufb.)

r=0,417; p<0,001

r=0,285; p=0,007

Morphologie amorph (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,125; p=0,247

r=0,094; p=0,388

CMA;-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=0,66; p<0,001

r=0,461; p<0,001

CMA;-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=0,51; p<0,001

r=0,385; p<0,001

TUNEL-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=0,61; p<0,001

r=0,548; p<0,001

TUNEL-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=0,609; p<0,001

r=0,615; p<0,001

Vitamin A

r=-0,001; p=0,993

r=-0,053; p=0,750

Vitamin E r=0,195; p=0,07 r=0,306; p=0,004
ROS | r=0,219; p=0,041 r=-0,024; p=0,827
ROS I r=0,612; p<0,001 r=0,321; p=0,002
TAS | % r=0,673; p<0,001

TAS I r=0,673; p<0,001 %

HOS (vor Sp.-Aufb.) r=0,193; p=0,074 r=0,095; p=0,379
HOS (nach Sp.-Aufb.) r=0,201; p=0,062 r=0,12; p=0,267

Eosin (vor Sp.-Aufb.) r=0,136; p=0,208 r=-0,146; p=0,177
Eosin (hach Sp.-Aufb.) r=0,02; p=0,856 r=-0,18; p=0,096
Alter des Mannes r=0,02; p=0,902 r=-0,049; p=0,766
Fertilisation r=-0,129; p=0,233 r=0,026; p=0,813
Schwangerschaft r=0,296; p=0,008 r=0,016; p=0,888
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Tab. 4.14 Korrelationen zwischen der TAS-Konzentrationen (TAS | und TAS Il)

und den gemessenen Spermienparametern im IVF-Kollektiv

IVF-Kollektiv

TASI

TAS I

Cytur

r=-0,966; p<0,001

r=-0,97; p<0,001

Spermiendichte (vor Spermien-Aufb.)

r=-0,237; p=0,164

r=-0,221; p=0,196

Spermiendichte (nach Spermien-Aufb.)

r=0,181; p=0,292

r=0,257; p=0,13

Motilitat WHO-Kategorie A (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,215; p=0,208

r=-0,294; p=0,081

Motilitat WHO-Kategorie B (vor Sp.-Aufb.)

r=0,342; p=0,041

r=0,301; p=0,075

Motilitat WHO-Kategorie C (vor Sp.-Aufb.)

r=0,477; p=0,003

r=0,404; p=0,015

Motilitat WHO-Kategorie D (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,463; p=0,004

r=-0,377; p=0,023

Motilitat WHO-Kategorie A (nach Sp.-Aufb.)

r=0,024; p=0,89

r=0,05; p=0,771

Motilitat WHO-Kategorie B (hach Sp.-Aufb.)

r=0,704; p<0,001

r=0,654; p<0,001

Motilitat WHO-Kategorie C (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,143; p=0,406

r=-0,262; p=0,123

Motilitat WHO-Kategorie D (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,345; p=0,039

r=-0,309; p=0,066

Morphologie normal (vor Sp.-Aufb.)

r=0,006; p=0,872

r=-0,055; p=0,751

Morphologie amorph (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,045; p=0,795

r=-0,002; p=0,989

Morphologie normal (nach Sp.-Aufb.)

r=0,107; p=0,536

r=0,096; p=0,576

Morphologie amorph (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,059; p=0,734

r=-0,012; p=0,944

CMA;-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=0,722; p<0,001

r=0,765; p<0,001

CMA;-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=0,734; p<0,001

r=0,768; p<0,001

TUNEL-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

1=0,737; p<0,001

1=0,723; p<0,001

TUNEL-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=0,714; p<0,001

r=0,709; p<0,001

Vitamin A

r=0,309; p=0,385

r=0,745; p=0,013

Vitamin E r=0,241; p=0,156 r=0,295; p=0,081
ROS | r=0,495; p=0,002 r=0,57; p<0,001
ROS I r=0,566; p<0,001 r=0,599; p<0,001
TAS | % r=0,955; p<0,001
TAS I r=0,955; p<0,001 %

HOS (vor Sp.-Aufb.) r=0,126; p=0,464 r=0,04; p=0,816
HOS (nach Sp.-Aufb.) r=0,068; p=0,695 r=0,006; p=0,971
Eosin (vor Sp.-Aufb.) r=0,023; p=0,893 r=-0,08; p=0,642

Eosin (hach Sp.-Aufb.)

r=-0,018; p=0,915

r=-0,141; p=0,412

Alter des Mannes

r=0,685; p=0,029

r=-0,248; p=0,489

Fertilisation

r=-0,305; p=0,071

r=-0,297; p=0,079

Schwangerschaft

r=0,273; p=0,118

r=0,328; p=0,059
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Tab. 4.15 Korrelationen zwischen der TAS-Konzentrationen (TAS | und TAS Il)

und den gemessenen Spermienparametern im ICSI-Kollektiv

ICSI-Kollektiv

TASI

TAS I

Cytur

r=-0,751; p<0,001

r=-0,721; p<0,001

Spermiendichte (vor Spermien-Aufb.)

r=0,266; p=0,06

r=0,191; p=0,179

Spermiendichte (nach Spermien-Aufb.)

1=0,209; p=0,142

r=0,211; p=0,137

Motilitdt WHO-Kategorie A (vor Sp.-Aufb.)

r=0,104; p=0,466

r=0,008; p=0,956

Motilitdt WHO-Kategorie B (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,077; p=0,592

r=-0,027; p=0,851

Motilitdt WHO-Kategorie C (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,639; p<0,001

r=-0,618; p<0,001

Motilitdt WHO-Kategorie D (vor Sp.-Aufb.)

r=-0,324; p=0,02

r=-0,327; p=0,019

Motilitdt WHO-Kategorie A (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,025; p=0,863

r=-0,084; p=0,558

Motilitdit WHO-Kategorie B (nach Sp.-Aufb.)

r=0,241; p=0,088

r=0,282; p=0,045

Motilitdt WHO-Kategorie C (nach Sp.-Aufb.)

r=0,504; p<0,001

r=0,494; p<0,001

Motilitdt WHO-Kategorie D (nach Sp.-Aufb.)

r=-0,231; p=0,103

r=-0,222; p=0,118

Morphologie normal (vor Sp.-Aufb.)

r=0,195; p=0,17

r=0,199; p=0,163

Morphologie amorph (vor Sp.-Aufb.)

r=0,039; p=0,784

r=0,017; p=0,905

Morphologie normal (nach Sp.-Aufb.)

r=0,354; p=0,011

r=0,388; p=0,005

Morphologie amorph (nach Sp.-Aufb.) r=0,083; p=0,563 r=0,09; p=0,53
CMA;-Farbung (vor Sp.-Aufb.) r=0,394; p=0,004 r=0,405; p=0,003
CMA;-Farbung (nach Sp.-Aufb.) r=0,205; p=0,15 r=0,3; p=0,032

TUNEL-Farbung (vor Sp.-Aufb.)

r=0,452; p=0,001

r=0,487; p<0,001

TUNEL-Farbung (nach Sp.-Aufb.)

r=0,574; p<0,001

r=0,585; p<0,001

Vitamin A

r=-0,08; p=0,682

r=0,106; p=0,585

Vitamin E r=0,272; p=0,054 r=0,364; p=0,009
ROS | r=-0,167; p=0,242 r=-0,067; p=0,64
ROS I r=0,304; p=0,03 r=0,301; p=0,032
TAS | % r=0,887; p<0,001
TASII r=0,887; p<0,001 %

HOS (vor Sp.-Aufb.)

r=0,216; p=0,128

r=0,143; p=0,318

HOS (nach Sp.-Aufb.) r=0,248; p=0,08 r=0,144; p=0,312
Eosin (vor Sp.-Aufb.) r=-0,051; p=0,72 r=-0,17; p=0,233
Eosin (nach Sp.-Aufb.) r=-0,18; p=0,205 r=-0,147; p=0,304
Alter des Mannes r=-0,215; p=0,262 r=-0,054; p=0,78

Fertilisation

r=0,032; p=0,825

r=0,024; p=0,868

Schwangerschaft

r=-0,072; p=0,634

r=-0,133; p=0,377
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Es findet sich eine geringe (r=-0,228) signifikante (p=0,034) Korrelation von TAS | mit
dem pH-Wert.

Das Ergebnis des Cyturtests zeigt im Gesamtkollektiv eine hoch signifikante
Korrelation (p<0,001) sowohl mit TAS | (r=-0,796) als auch mit TAS Il (r=-0,787). Der
Cyturtest zeigt in der ICSI-Gruppe eine hoch signifikante hohe Korrelation sowohl mit
TAS | (r=-0,751; p<0,001) als auch mit TAS Il (r=-0,721; p<0,001). In der IVF-Gruppe
zeigt sich hier eine sehr hohe und hoch signifikante Korrelation sowohl mit TAS |
(r=-0,966; p<0,001) als auch mit TAS Il (r=-0,970; p<0,001).

Zwischen der Spermiendichte vor Aufbereitung und TAS | findet sich eine geringe
sehr signifikante Korrelation (r=0,294; p=0,006) im Gesamtkollektiv. Eine geringe
signifikante Korrelation (r=0,239; p=0,025) zwischen der Spermiendichte nach
Aufbereitung zeigt sich mit TAS Il im Gesamtkollektiv. Bei getrennter Betrachtung der
IVF- und der ICSI-Gruppe finden sich keine signifikanten Korrelationen zwischen
TAS und der Spermiendichte.

Die Zusammenhange des Total antioxidant status im Seminalplasma (TAS I) mit der
Spermienmotilitdt werden im Folgenden beschrieben. Vor Aufbereitung besteht eine
geringe (r=0,261) signifikante (p=0,015) Korrelation von TAS | mit der Anzahl an
Spermien der Motilititskategorie B im Gesamtkollektiv. Vor Aufbereitung zeigen
Spermien der Motilititskategorie C eine mittlere Korrelation (r=0,508) mit TAS |,
Spermien der Motilititskategorie D eine geringe Korrelation (r=-0,488). Beide
Korrelationen sind mit p<0,001 hoch signifikant. Vor Aufbereitung findet sich in der
IVF-Gruppe zwischen TAS | sowohl mit Spermien der Motilitdtskategorie C (r=0,477;
p=0,003) als auch mit Spermien der Motilitdtskategorie D (r=-0,463; p=0,004) sehr
signifikante geringe Korrelationen. In der ICSI-Gruppe zeigt TAS | vor Aufbereitung
mit der Motilititskategorie C eine hoch signifikante, mittlere Korrelation (r=-0,639;
p<0,001), mit der Motilitatskategorie D eine signifikante, geringe Korrelation
(r=-0,324; p=0,02).

TAS Il zeigt im Gesamtkollektiv mit Spermien der Motilitaitskategorie C vor
Aufbereitung ebenfalls eine mittlere (r=0,591) hoch signifikante (p<0,001) Korrelation,
mit Spermien der Motilitdtskategorie D vor Aufbereitung einen geringen (r=-0,317)
sehr signifikanten (p=0,003) Zusammenhang. Vor Aufbereitung findet sich in der IVF-
Gruppe zwischen TAS Il sowohl mit Spermien der Motilitatskategorie C (r=0,404;
p=0,015) als auch mit Spermien der Motilititskategorie D (r=-0,377; p=0,023)
signifikante, geringe Korrelationen. In der ICSI-Gruppe zeigt TAS Il vor Aufbereitung
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mit Spermien der Motilitatskategorie C eine hoch signifikante mittlere Korrelation
(r=-0,618; p<0,001), mit der Motilitatskategorie D eine signifikante geringe Korrelation
(r=-0,327; p=0,019).

Bezlglich der Spermienmotilitit nach Aufbereitung bestehen im Gesamtkollektiv
folgende Korrelationen mit TAS I. Eine signifikante geringe Korrelation findet sich mit
Spermien der Motilitdtskategorie A (r=0,231; p=0,032) und der Motilitatskategorie C
(r=0,24; p=0,025). Ein hoch signifikanter geringer Zusammenhang (p<0,001) mit dem
total antioxidant status im Seminalplasma zeigt sich bei der Anzahl der Spermien der
Motilitatskategorie B (r=0,471; p<0,001) und der Motilitatskategorie D (r=-0,432;
p<0,001) nach Aufbereitung. In der IVF-Gruppe findet sich zwischen TAS | und
Spermien der Motilitatskategorie B (r=0,704; p<0,001) eine hoch signifikante hohe
Korrelation, mit der Motilitdtskategorie D (r=-0,345; p=0,039) eine signifikante geringe
Korrelation. In der ICSI-Gruppe zeigt sich zwischen TAS | und Spermien der
Motilitdtskategorie C (r=0,504; p<0,001) eine hoch signifikante mittlere Korrelation.
Mit TAS Il zeigt die Anzahl der Spermien der Motilitatskategorie B im Gesamtkollektiv
nach Aufbereitung eine sehr signifikante (p=0,005) geringe (r=0,3) Korrelation.
Gering (r=0,385), aber hoch signifikant (p<0,001) korreliert die Anzahl der Spermien
der Motilitatskategorie C im Gesamtkollektiv nach Aufbereitung mit TAS II. In der IVF-
Gruppe findet sich zwischen TAS Il und Spermien der Motilitatskategorie B (r=0,654;
p<0,001) eine hoch signifikante mittlere Korrelation, mit Spermien der
Motilitatskategorie D (r=-0,309; p=0,066) eine geringe, aber nicht mehr signifikante
Korrelation nach Aufbereitung. In der ICSI-Gruppe besteht zwischen TAS Il und
Spermien der Motilititskategorie B (r=0,282; p=0,045) eine geringe signifikante
Korrelation, mit der Motilitatskategorie C (r=0,494; p<0,001) ein geringer hoch
signifikanter Zusammenhang nach Aufbereitung.

Das Ergebnis der CMA3s-Farbung vor Aufbereitung zeigt im Gesamtkollektiv mit TAS |
eine mittlere Korrelation (r=0,66) und mit TAS Il eine geringe Korrelation (r=0,461).
Beide Zusammenhange sind mit p<0,001 hoch signifikant. Das Ergebnis der CMAs-
Farbung nach Spermienaufbereitung zeigt im Gesamtkollektiv ebenfalls hoch
signifikante Korrelationen (p<0,001) mit TAS | und TAS Il. Auch nach Aufbereitung ist
der Zusammenhang mit TAS | mittelstark (r=0,51), der mit TAS |l gering (r=0,385)
ausgepragt. In der IVF-Gruppe bestehen hoch signifikante (p<0,001) hohe
Korrelationen der CMA3s-Farbung vor Aufbereitung mit TAS | (r=0,722) sowie TAS Il
(r=0,765). Auch nach Aufbereitung zeigt die CMAs-Farbung mit TAS | (r=0,734) und
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TAS Il (r=0,768) hoch signifikante (p<0,001) hohe Korrelationen. In der ICSI-Gruppe
besteht mit der CMAs-Farbung vor Aufbereitung und TAS | (r=0,394; p=0,004), sowie
TAS Il (r=0,405; p=0,003) eine sehr signifikante geringe Korrelation. Nach
Aufbereitung besteht bzgl. der CMA3-Farbung in dieser Gruppe nur noch mit TAS |l
(r=0,3; p=0,032) ein signifikanter geringer Zusammenhang, mit TAS | wird das
Signifikanzniveau hier nicht erreicht (r=0,205; p=0,15).

Es findet sich im Gesamtkollektiv eine geringe sehr signifikante Korrelation (r=0,306;
p=0,004) zwischen der Vitamin E Konzentration und TAS II.

Bezlglich der Korrelationen zwischen der Untersuchung des total antioxidant status
und dem Ergebnis der TUNEL-Farbung mdéchte ich auf Tab. 4.13, Tab 4.14 und Tab
4.15 verweisen, wo alle Zusammenhange fir das Gesamtkollektiv, die IVF- und die
ICSI-Gruppe, beziglich TAS und der Anzahl an Spermien, die keine Zeichen der
Apoptose bzw. einer gestdrten DNA-Integritat in der TUNEL-Farbung dargestellt sind.
Bezliglich dem total antioxidant status und der Spermienmorphologie (siehe hierzu
auch Tab. 4.13, Tab 4.14 und Tab 4.15) findet sich im Gesamtkollektiv eine geringe,
signifikante Korrelation (r=0,26; p=0,015) zwischen morphologisch normalen
Spermien vor Aufbereitung und TAS I. Weiterhin zeigen sich eine hoch signifikante
geringe Korrelation zwischen morphologisch normalen Spermien nach Aufbereitung
und TAS | (r=0,417; p<0,001), sowie eine geringe sehr signifikante Korrelation mit
TAS 1l (r=0,285; p=0,007). Bei getrennter Betrachtung findet sich im ICSI-Kollektiv
eine geringe signifikante Korrelation zwischen morphologisch normalen Spermien
nach Aufbereitung und TAS | (r=0,354; p=0,011). Mit TAS Il ist dieser
Zusammenhang gering und sehr signifikant (r=0,388; p=0,005) ausgepragt. Im IVF-
Kollektiv finden sich keine signifikanten Zusammenhéange zwischen TAS und der
Spermienmorphologie.

Es findet sich im Gesamtkollektiv auBerdem eine sehr signifikanter geringer
Zusammenhang zwischen TAS | und einer erfolgreichen Schwangerschaft (r=0,296;
p=0,008). Beziiglich der Zusammenhange zwischen den TAS-Messungen und der
Fertilisations- und Schwangerschaftsrate mdchte ich auch auf Kapitel 4.8 und 5.3.5
verweisen.

Zwischen TAS | und TAS Il besteht im Gesamtkollektiv eine mittelstark ausgepragte

Korrelation (r=0,673), die mit p<0,001 als hoch signifikant zu werten ist.

90



4.7 Vitamin Aund E

Im Gesamtkollektiv liegt die Vitamin-A-Menge bei 4,54+1,51 ug/dl. Betrachtet man
die IVF- und die ICSI-Gruppe getrennt voneinander, so findet sich kein signifikanter
(p=0,972) Unterschied (4,55+1,33 ug/dl vs. 4,53+1,63 pg/dl).

Es zeigen sich im Gesamtkollektiv keine signifikanten Zusammenhange zwischen der
Vitamin-A-Konzentration und den untersuchten Spermienparametern. Bei getrennter
Betrachtung findet sich in der IVF-Gruppe eine signifikante Korrelation mit der CMA;-
Farbung sowohl vor (r=0,707; p=0,022) als auch nach Aufbereitung (r=0,663;
p=0,037). Weiterhin finden sich in der IVF-Gruppe signifikante hohe Korrelationen mit
dem HOS-Test sowohl vor (r=0,741; p=0,014) als auch nach Aufbereitung (r=0,722;
p=0,018). Es ergibt sich auBerdem eine signifikante mittlere Korrelation mit dem
Eosintest nach Aufbereitung (r=0,671; p=0,034), welche vor Aufbereitung nicht das
Signifikanzniveau erreicht (r=0,626; p=0,053). In der ICSI-Gruppe finden sich eine
signifikante geringe Korrelation von Vitamin A mit der Anzahl von Spermien der
Motilitdtskategorie A nach Aufbereitung (r=0,422; p=0,022) und mit der Anzahl von
elongierten Spermien in der Morphologiebeurteilung vor Aufbereitung (r=-0,386;
p=0,039). Zwischen Vitamin A und Spermien der Motilitdtskategorie D zeigt sich in
der ICSI-Gruppe eine sehr signifikante geringe Korrelation (r=-0,479; p=0,009).

Im Gesamtkollektiv liegt die Vitamin-E-Menge bei 37,74+15,47 ug/dl. Betrachtet man
die IVF- und die ICSI-Gruppe getrennt voneinander, so findet sich kein signifikanter
(p=0,504) Unterschied (36,41+£15,18 pg/dl vs. 38,68+15,75 pg/dl).

Es zeigen sich im Gesamtkollektiv eine geringe signifikante negative Korrelation der
Vitamin E-Konzentration mit der Esterasenaktivitdt von Granulozyten im Cyturtest
(r=-0,215; p=0,045), sowie eine signifikante geringe Korrelation mit Spermien der
Motilitdtskategorie B vor Aufbereitung (r=0,24; p=0,025). In der IVF-Gruppe ergibt
sich ein signifikanter geringer Zusammenhang zwischen der Vitamin E-Konzentration
und der Schwangerschaftsrate (r=0,355; p=0,039). In der ICSI-Gruppe finden sich
signifikante geringe Korrelationen zwischen Vitamin E und der Spermiendichte vor
Aufbereitung (r=0,28; p=0,047), sowie mit der Anzahl von Spermien der
Motilitdtskategorie D nach Aufbereitung (r=-0,282; p=0,045) und der Anzahl von
Spermien mit Zytoplasmaabnormitaten vor Aufbereitung (r=-0,32; p=0,022).
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4.8 Fertilisation und Schwangerschaft

Im Rahmen dieser Studie wurden insgesamt 796 Eizellen gewonnen. Diese verteilen
sich auf das IVF-Kollektiv mit 372 und auf das ICSI-Kollektiv mit 424 gewonnenen
Eizellen. Im Gesamtkollektiv liegt die mittlere Anzahl der gewonnenen Oozyten bei
9,1515,68. Betrachtet man das IVF- und das ICSI-Kollektiv getrennt voneinander, so
findet sich kein signifikanter (p=0,102) Unterschied in der mittleren Anzahl der
gewonnenen Eizellen (10,331£7,36 vs. 8,31+3,98).

Far diese Studie konnten 456 Eizellen befruchtet werden. In der IVF-Gruppe 211, in
der ICSI-Gruppe 245. Die mittlere Anzahl der fertilisierten Eizellen unterscheidet sich
nicht signifikant (p=0,314) zwischen den beiden Gruppen. Im IVF-Kollektiv liegt sie
bei 5,8616,55, in der ICSI-Gruppe bei 4,8+3. Im Gesamtkollektiv liegt die mittlere
Anzahl der fertilisierten Oozyten bei 5,24+4,79. Fur das Gesamtkollektiv liegt die
Fertilisationsrate bei 56,74%+28,71%. In der IVF-Gruppe liegt sie bei
52,98%134,34%, in der ICSI-Gruppe bei 59,46%%23,87%.

Es wurden insgesamt 192 Eizellen transferiert. 81 Eizellen in der IVF-Gruppe, 111 in
der ICSI-Gruppe. Die mittlere Anzahl der transferierten Oozyten liegt im
Gesamtkollektiv bei 2,21+2,13. Bei getrennter Betrachtung des IVF- (2,25+3,2) und
des ICSI-Kollektivs (2,18+0,79) zeigt sich kein signifikanter Unterschied (p=0,875)
zwischen den Gruppen.

Die Schwangerschaftsrate liegt in der IVF-Gruppe (21 Schwangerschaften) mit
62%+69,7%  signifikant (p=0,001) hdéher als in der ICSI-Gruppe (9
Schwangerschaften) mit  20%%40,1%. Fir das  Gesamtkollektiv (30

Schwangerschaften) findet sich eine Schwangerschaftsrate von 38%+58,2%.
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Tab. 4.16 Fertilisation und Schwangerschaft

IVF ICSI Gesamtkollektiv Signifikanz
gewonnene Eizellen 372 424 796 %
Mittlere Anzahl der 10,3317,36 | 8314398 9,15+5,68 p=0,102
l.gewonnenen Eizellen
befruchtete Eizellen 211 245 456 Y%
Mittlere Anzahl der 5,86+6,55 4,843 5,24+4,79 p=0,314
fertilisierten Eizellen
Fertilisationsrate in % 52,98+34,34 59,46+23,87 56,74+28,71 p=0,305
transferierte Eizellen 81 111 192 Y%
Mittlere Anzahl der 2,2543,2 2,1840,79 2,2142,13 p=0,875
transferierten Eizellen
Schwangerschaften 21 9 30 %
icgwangerschaﬂs"ate 62469,7 20+40,1 38458,2 0=0,001

(]

Eine mittlere Korrelation (r=0,55) besteht zwischen der Anzahl der gewonnenen
Oozyten und dem Alter der Frauen im Gesamtkollektiv. In der Signifikanzanalyse

erweist sich dieser Zusammenhang mit p<0,001 als hoch signifikant.
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Die Anzahl der befruchteten Eizellen zeigt im Gesamtkollektiv eine mittlere (r=0,606)
hoch signifikante (p<0,001) Korrelation mit der Anzahl der gewonnenen Eizellen.
AuBerdem findet sich im Gesamtkollektiv eine geringe (r=-0,363) signifikante
(p=0,023) Korrelation zwischen der Anzahl der fertilisierten Eizellen und dem Alter
der Frauen.

Es ergibt sich eine geringe (r=-0,275) signifikante Korrelation (p=0,014) zwischen
dem Ergebnis des Cytur-Tests und der Schwangerschaftsrate. Eine ebenfalls geringe
(r=0,255) signifikante Korrelation (p=0,022) zeigt sich zwischen der Spermiendichte
vor Aufbereitung und der Schwangerschaftsrate. Ein geringer (r=0,296) sehr
signifikanter (p=0,008) Zusammenhang findet sich im Gesamtkollektiv zwischen der
Schwangerschaftsrate und dem total antioxidant status im Seminalplasma.

In der IVF-Gruppe zeigen sich signifikante geringe Korrelationen zwischen der
Anzahl der Spermien der Motilitdtskategorie D und der Zahl der befruchteten Eizellen
(r=-0,332; p=0,048) sowie zwischen der Schwangerschaftsrate und der Vitamin E-
Konzentration im Sperma (r=0,355; p=0,039). AuBerdem ergibt sich zwischen der
Fertilisationsrate und der TUNEL-Farbung vor Aufbereitung ein signifikanter geringer
Zusammenhang (r=0,364; p=0,029), welcher nach Aufbereitung aber nicht mehr das
Signifikanzniveau erreicht.

In der ICSI-Gruppe besteht ein signifikanter geringer Zusammenhang zwischen der
Schwangerschaftsrate und der Chromatinkondensation sowohl vor (r=0,297;
p=0,045) als auch nach Aufbereitung (r=0,351; p=0,017). AuBerdem finden sich hier
signifikante geringe Korrelationen zwischen der Zahl der befruchteten Eizellen und
der Zahl der apoptotischen Spermien nach Aufbereitung (r=-0,284; p=0,043).
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5. Diskussion

5.1 Allgemeines zu Oxidantien und Anitoxidantien

Die Spermatogenese ist ein komplexer Prozess, auf den im Rahmen dieser Studie
nicht ndher eingegangen wird. Es sei nur erwahnt, dass Stérungen in diesem
Prozess in einem steigenden Anteil von unreifen und abnormalen Spermatozoen
resultiert. Ergebnisse verschiedener Studien haben gezeigt, dass unreife Spermien
einen hohen Anteil an DNA-Schaden, Stérungen in der Chromatinkondensation und
eine gesteigerte Produktion von ROS aufweisen (SAILER et al., 1995; BIANCHI et
al., 1996; DE YEBRA et al., 1998; MANICARDI et al., 1998; EVENSON et al., 2000).
GHISELLI et al. konnten zeigen, dass die total antioxidant capacity im Plasma von
Rauchern deutlich niedriger ist als bei Nichtrauchern. Stoppt man das Rauchen, so
verliert sich dieser Effekt wieder (GHISELLI et al., 2000). KUNZLE und Kollegen
machen das Rauchen anhand ihrer Ergebnisse fur eine signifikante Reduktion der
Samenqualitat verantwortlich (KUNZLE et al., 2003). Eine Studie von AGARWAL
Mitarbeitern zeigt, dass es durch Rauchen und Alkohol zu einem signifikanten
Anstieg von ROS kommt (AGARWAL et al., 2005b).

SHARMA und Kollegen sehen die Ursache von oxidativem Stress in einem
Ungleichgewicht zwischen der Produktion von reactive oxygen species (ROS) und
dem total antioxidant status (TAS). Weiterhin sprechen sie einer kontrollierten ROS-
Produktion eine physiologische Funktion als Signalmolekile (second messenger) in
einer Vielzahl von Zelltypen zu. Die unkontrollierte ROS-Produktion sehen sie als
einen wesentlichen negativen Faktor in der Reproduktionsmedizin (SHARMA et al.,
2004). Auch GARRIDO et al. (2004) sprechen dem Gleichgewicht zwischen ROS
und TAS eine groBe Bedeutung fir eine erfolgreiche Fertilisation und
Schwangerschaft zu.
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5.2 Auswirkungen der Reactive oxygen species (ROS)

Normalerweise haben die ROS keinen wesentlichen schédlichen Einfluss auf die
Spermatozoen, da sie durch im Seminalplasma vorhandene antioxidative
Mechanismen abgefangen werden. Kommt es aber zum Beispiel im Rahmen einer
Infektion des Urogenitaltrakts zu einer Abnahme des total antioxidant status, folgt
daraus oxidativer Stress (SHEWEITA et al., 2005) mit allen resultierenden Folgen fir
die Fertilitit des Mannes (siehe auch 2.3.4). Gleiches gilt fir Patienten mit einer
Varikozele. AGARWAL et al. (2006a) konnten bei diesen Mannern im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine hoch signifikant erhdhte Menge an ROS messen. AuBerdem war
der TAS bei den Patienten hoch signifikant reduziert.

Im Folgenden wird auf Auswirkungen der reactive oxygen species (ROS) auf die
Reproduktionsmedizin naher eingegangen und mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie (siehe hierzu auch Tab. 4.7; 4.8; 4.9) verglichen.

5.2.1 Auswirkung der Reactive oxygen species (ROS) auf die
konventionelle Spermaanalyse

Die heute gultigen Richtlinien zur konventionellen Samenanalyse stammen aus den
Empfehlungen der WHO aus dem Jahre 1999. Bereits 1951 wird eine
Standardisierung zur Samenanalyse, die auch gewisse Mindestanforderungen
enthalt, von der American Fertility Association formuliert (ABARBANEL et al., 1951),
welche dann 1966 von FREUND und 1971 von ELIASSON weiterentwickelt wurden.
Zur Beurteilung der Spermaqualitat werden das Ejakulatvolumen, der pH-Wert, die
Viskositat nach Liquefizierung, die Spermiendichte und die Spermienmotilitat
bestimmt. AuBerdem wird die Spermienvitalitat, entsprechend den Empfehlungen der
WHO, mit Hilfe des Eosin- und des HOS-Tests beurteilt.

Die konventionelle Spermienanalyse ist laut World Health Organization (WHO) die
wichtigste klinische Laboruntersuchung zur Diagnose einer mannlichen Infertilitat
(WHO, 1999). NALLELLA und Mitarbeiter stellten sich die Frage, ob man bei
infertilen Paaren diejenigen mit einer paternalen Ursache anhand eines Sperma-
Qualitats-Scores und der Reactive oxygen species-Konzentration identifizieren kann.
Sie zeigten, dass die Spermaqualitat und die ROS-Konzentration signifikant negativ
miteinander korrelieren, sowohl bei den infertilen Patienten als auch bei den fertilen
Kontrollspendern. AuBerdem kommen sie zu dem Schluss, dass beides sensitiver ist
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als die konventionelle Spermaanalyse um eine Infertilitdt beim Mann zu identifizieren
und deshalb in die Routineuntersuchung miteinbezogen werden sollte (NALLELLA et
al., 2005). AGARWAL und Kollegen zeigen dass ROS ein guter Marker fir eine so
genannte ,male factor infertility* unabhangig von den anderen Spermienparametern
ist und halten die Bestimmung der reactive oxygen species im Rahmen der
Routineuntersuchung deshalb vor allem bei idiopathischer Infertilitdt des Mannes fur
sinnvoll (AGARWAL et al., 2006b). Andererseits konnten AZIZ und Kollegen mit den
Spermienparametern: Motilitdt, Morphologie und dem ,sperm deformity index” 85%
der Manner mit einer hohen ROS-Konzentration identifizieren (AZIZ et al., 2004).

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der konventionellen Spermienanalyse in der
vorliegenden Studie (siehe hierzu auch Tab. 4.7; 4.8; 4.9) findet man im
Gesamtkollektiv eine hoch signifikante (p<0,001) Korrelation zwischen der ROS-
Konzentration im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation (ROS Il) und der
Esterasenaktivitat von Granulozyten im Ejakulat. Auch bei getrennter Betrachtung
findet sich im ICSI-Kollektiv dieser signifikante (p=0,011) positive Zusammenhang
zwischen ROS Il und dem Cyturtest. Im IVF-Kollektiv finden sich sowohl mit der
Messung im Seminalplasma (ROS 1) als mit der ROS-lI-Messung hoch signifikante
Zusammenhange mit der Esterasenaktivitat von Granulozyten im Ejakulat. Dies ist
dadurch zu erklaren, dass eine Hauptquelle in der ROS-Produktion die Leukozyten
darstellen (ZALATA et al., 1995; LEMKECHER et al., 2005). Auch die Arbeitsgruppe
von PLANTE zeigte in einer ihrer Studien, die sie an abnormalen Spermien
durchfihrten, dass neutrophile Granulozyten einen Hauptproduktionsort flir Reactive
oxygen species darstellen. Weiterhin demonstrieren sie, dass hohe ROS-
Konzentrationen einen negativen Effekt auf die Spermienmotilitat haben (PLANTE et
al., 1994). Gleiches zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie (siehe auch Tab.
4.7;4.8; 4.9) wie im Folgenden dargelegt wird.

Es finden sich Korrelationen von ROS |l mit der Spermienmotilitdt nach Aufbereitung.
Es zeigen sich im Gesamtkollektiv sehr signifikante positive Korrelationen der
reactive oxygen species (ROS Il) mit Spermien der Motilitdtskategorie D (r=0,302;
p=0,004) und signifikant negative Korrelationen von ROS Il mit der Anzahl an
Spermien der Motilitatskategorie A (r=-0,247; p=0,021) und B (r=-0,233; p=0,03).
Diese Ergebnisse stimmen mit denen von DANDEKAR und Kollegen Uberein, die
hohe Konzentrationen von ROS vor allem bei Mannern mit Asthenozoospermie
zeigen (DANDEKAR et al., 2002). Gleiches fand die Arbeitsgruppe um WANG, die in
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ihrer Studie einen signifikanten negativen Zusammenhang zwischen den
Spermienparametern Motilitdt und Dichte mit der Konzentration von ROS im Sperma
von infertilen Mannern belegen (WANG et al., 2003). Auch HENKEL und Mitarbeiter
zeigten eine signifikante negative Korrelation der Spermiendichte und der
Spermienmotilitdt mit der Konzentration an ROS im Sperma von Patienten, welche
fir eine IVF-Behandlung vorgesehen waren (HENKEL et al., 2005). Auch in der
vorliegenden Arbeit fand sich in der IVF-Gruppe ein sehr signifikanter negativer
Zusammenhang der Spermienmotilitat (WHO-Kategorie B) nach Aufbereitung sowohl
mit der ROS |- als auch mit der ROS II-Messung. In der ICSI-Gruppe finden sich
weder vor noch nach Aufbereitung signifikante Korrelationen der Spermienmotilitat
mit der ROS I- bzw. ROS II-Messung.

Einen signifikanten Zusammenhang der ROS-Konzentration mit der Spermiendichte
konnte in der vorliegenden Studie weder im Gesamtkollektiv noch bei getrennter
Betrachtung (IVF- und ICSI-Gruppe) nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich im
Gesamtkollektiv keine signifikante Korrelation der ROS-Konzentration im
Seminalplasma (ROS |) mit der Spermienmotilitdt vor und nach Aufbereitung. Eine
Erklarung dafiir, dass sich im Gesamtkollektiv sowohl bei ROS I als auch bei ROS I
keine signifikante Korrelation mit der Spermienmotilitat vor Aufbereitung findet, wohl
aber nach Aufbereitung kénnte sein, dass durch den Aufbereitungsprozess oxidativer
Stress induziert wird. Hierflr sprechen die Ergebnisse einer Studie von GRIZARD
und Kollegen, in welcher sie Sperma einem erh6hten oxidativem Stress aussetzen.
Sie zeigen, dass der sensitivste Parameter die progressive Motilitat ist, die sich durch
ROS zeit- und konzentrationsabhangig verschlechtert (GRIZARD et al., 2007). Dass
sich oxidativer Stress negativ auf die Spermaqualitat auswirkt, belegt auch eine
Arbeit von RAMOS und Kollegen, in deren Rahmen sie Sperma von normal fertilen
Mannern direkt nach der Ejakulation mit Hydrogenperoxid (H.O,) zusammengeben.
Bereits nach einer Stunde hatten nahezu alle Spermien deutliche
Membranveranderungen. Die Arbeitsgruppe kommt anhand dieser Studie zu dem
Schluss, dass die Spermienmotilitat ein physiologisch relevanter Marker sein kénnte
um von Spermien, die einer hohen Konzentration von reactive oxygen species
ausgesetzt waren, diejenigen zu identifizieren, die eine intakte DNA aufweisen
(RAMOQOS et al., 2001). Auch HAMMADEH und Mitarbeiter demonstrierten sowohl bei
IVF- als auch bei ICSI-Patienten einen signifikanten negativen Zusammenhang der
ROS-Konzentration sowohl mit der Spermienvitalitdit als auch mit der
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Membranintegritdit der Spermatozoen (HAMMADEH et al.,, 2006). Negative
Zusammenhénge sowohl von ROS | als auch von ROS Il mit der Spermienvitalitat
und der Membranintegritat (Eosin- und HOS-Test) konnten auch in der vorliegenden
Studie gezeigt werden, sie erreichen aber nur in der ICSI-Gruppe das
Signifikanzniveau. Dort fanden sich signifikant negative Zusammenhange der ROS |-
und der ROS II-Messung mit der Spermienvitalitdt im Eosintest vor Aufbereitung
sowie ein negativer signifikanter Zusammenhang der Spermienvitalitdt im Eosintest
nach Aufbereitung mit der ROS II-Messung.

Die Arbeitsgruppe um BAROSSO findet bei Patienten mit einer niedrigen
Spermienmotilitdt einen signifikant héheren Anteil an Spermatozoen mit DNA-
Schaden und eine signifikant héhere Konzentration von Reactive oxygen species
(ROS) als bei Patienten mit einer normalen bzw. hohen Spermienmotilitat
(BAROSSO et al., 2000). Bestatigt wird dies durch die Ergebnisse der vorliegenden
Studie. Auch hier zeigen sich im Gesamtkollektiv Uberwiegend hoch signifikante
Zusammenhange zwischen der Spermienmotilitdt und der DNA-Integritat der
Spermatozoen, welche mit Hilfe der CMAs-Farbung und der TUNEL-Farbung
bestimmt wird. So finden sich bei den im Rahmen dieser Studie untersuchten Manner
(Gesamtkollektiv), welche viele Spermien der WHO-Motilitdtskategorie D (nicht
beweglich) im Ejakulat vor der Aufbereitung haben, auch hoch signifikant (p<0,001)
mehr apoptotische Spermien (TUNEL-Farbung) bzw. Spermien, welche eine
schlechte Chromatinkondensation (CMA;-Farbung) aufweisen. Dieser
Zusammenhang besteht auch noch nach Aufbereitung der Spermien, bei der
TUNEL-Féarbung signifikant mit p=0,024, bei der CMA3-Farbung sehr signifikant mit
p=0,007. Entsprechende Signifikanzen finden sich auch bei getrennter Betrachtung
der IVF- und der ICSI-Gruppe. Ein Beispiel soll anhand der IVF-Gruppe erlautert
werden. Hier findet man nach Aufbereitung folgende Korrelationen der Spermien der
Motilitdtskategorie B. Mit der Anzahl von Spermien, welche eine schlechte
Chromatinkondensation aufweisen, besteht eine negative hoch signifikante mittlere
Korrelation (r=-0,517; p<0,001), mit der Anzahl von apoptotischen Spermien
ebenfalls eine negative hoch signifikante mittlere Korrelation (r=-0,647; p<0,001).
AuBerdem zeigt sich ein negativer sehr signifikanter geringer Zusammenhang mit der
ROS-Konzentration (siehe Tab. 4.8) sowohl im Seminalplasma (r=-0,427; p=0,009)
als auch im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation (r=-0,431; p=0,009).
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SLOTER und Kollegen fanden einen signifikanten negativen Zusammenhang
zwischen steigendem Alter des Mannes und der Anzahl an motilen Spermien
(SLOTER et al., 2006). Ein entsprechender Zusammenhang kann anhand der Daten
des Gesamtkollektivs der vorliegenden Studie auch erkannt werden, er erreicht aber
nicht das Signifikanzniveau. Es kann aber gezeigt werden, dass mit steigendem Alter
der Manner (Gesamtkollektiv) die Konzentration von ROS im Ring nach
Dichtegradientenzentrifugation signifikant (p=0,013) ansteigt (siehe Tab. 4.7), was

sich wie ermittelt werden konnte negativ auf die Spermienmotilitat auswirkt.

5.2.2 Auswirkung der Reactive oxygen species (ROS) auf die
Spermienmorphologie
MOUSTAFA et al. (2004) zeigen, dass die ROS-Konzentration bei infertilen Mannern
sowohl im nativen Ejakulat als auch nach Zentrifugation in der Fraktion mit den
Spermienvorstufen  signifikant erhéht ist. Weitere Arbeiten belegen einen
signifikanten negativen Zusammenhang zwischen einer normalen
Spermienmorphologie und der Menge an ROS (WANG et al., 2003; AZIZ et al., 2004;
HENKEL et al., 2005; HAMMADEH et al., 2006).
Dies kann Anhand der Ergebnisse der vorliegenden Studie bestétigt werden (siehe
hierzu auch Tab. 4.7; 4.8; 4.9). Es wird ermittelt, dass mit steigender ROS-
Konzentration die Anzahl der morphologisch normalen Spermatozoen im
Gesamtkollektiv vor Aufbereitung sowohl in der ROS I|-Messung (wenn auch hier
nicht signifikant) als auch in der ROS I[I-Messung (p=0,012) abnimmt. Auch nach
Aufbereitung bleibt dieser negative Zusammenhang zwischen der ROS I|-Messung
(p=0,013) bzw. der ROS II-Messung (p<0,001) und der Spermienmorphologie im
Gesamtkollektiv erhalten. Nach Aufbereitung kann dieser negative Zusammenhang
auch in der IVF-Gruppe (fur ROS | und ROS Il signifikant) und in der ICSI-Gruppe
(nur fir ROS I signifikant) gezeigt werden, vor Aufbereitung war dies nicht der Fall.
Umgekehrt wird auch gezeigt, dass die Zahl der als amorph eingeordneten Spermien
im Gesamtkollektiv nach Aufbereitung mit steigendem oxidativen Stress signifikant
sowohl in der ROS I-Messung (p=0,031) als auch in der ROS II-Messung (p=0,03)
zunimmt. Vor Aufbereitung kann dieser Zusammenhang im Gesamtkollektiv, der IVF-
und der ICSI-Gruppe weder in der ROS |- noch in der ROS 1I-Messung als signifikant
nachgewiesen werden (siehe Tab. 4.7; 4.8; 4.9).
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SAID und Kollegen erwahnen ebenfalls einen signifikant negativen Zusammenhang
zwischen der Spermienmorphologie und der Prasenz von Reactive oxygen species.
Sie schlieBen daraus, dass eine abnorme Spermienmorphologie eine Mdglichkeit
sein kdnnte um Manner zu identifizieren, deren Spermien durch oxidativen Stress
verursachte Schadigungen der DNA aufweisen (SAID et al., 2005). Eine Bestatigung
dieser Schlussfolgerung lassen die Ergebnisse der vorliegenden Studie zu, da sich,
wie gezeigt werden konnte, Reactive oxygen species negativ auf morphologisch
normal geformte Spermien auswirken, sich der Chromatinkondensationsstatus der
DNA im Spermium mit steigender ROS-Konzentration hoch signifikant verschlechtert
und die Zahl der apoptotischen Spermatozoen hoch signifikant zunimmt (siehe hierzu
auch Kapitel 5.2.3 und 5.2.4).

Bei der Untersuchung der genauen Schadigungsorte von Reactive oxygen species
am Spermatozoon zeigt sich in dieser Studie, neben den bereits erwahnten wie zum
Beispiel die Spermien-DNA und die Plasmamembran, vor allem das Zytoplasma. Es
findet sich im Gesamtkollektiv eine sehr signifikante (p=0,003) Korrelation (r=0,317)
zwischen dem Auftreten von Zytoplasmaabnormitadten nach Aufbereitung und der
ROS-I-Konzentration sowie eine signifikante Korrelation (r=0,217; p=0,043) mit der
ROS-II-Konzentration. AuBerdem treten im Gesamtkollektiv vor Aufbereitung sehr
signifikant haufiger elongierte Spermatozoen auf bei einem hohen Messergebnis
sowohl in der ROS I-Messung (p=0,002) als auch in der ROS lI-Messung (p=0,004).
Auch AZIZ und Mitarbeiter untersuchten die genauen Schadigungsorte von Reactive
oxygen species. Seine Arbeitsgruppe zeigt eine signifikante Korrelation der ROS-
Menge mit dem Auftreten von Spermien mit Kopf- und Zytoplasmaabnormitaten
sowie mit Defekten am Akrosom, Spermienmittelstiick und —schwanz (AZIZ et al.,
2004).

In der vorliegenden Studie kann belegt werden, dass sich durch die
Spermienaufbereitung der Anteil an mophologisch normalen Spermien, betrachtet
man das Gesamtkollektiv, etwa verdoppelt werden kann. Dies entspricht den
Ergebnissen friherer Studien (HAMMADEH et al., 2004).
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5.2.3 Auswirkung der Reactive oxygen species (ROS) auf die

Chromatinkondensation
Im Rahmen der natlrlichen Empfangnis ist der DNA-Status des Spermatozoons eine
essentielle Voraussetzung flr eine erfolgreiche Schwangerschaft (EVENSON et al.,
1999; SPANO et al., 2000).
Studien haben gezeigt, dass oxidativer Stress durch eine zu hohe Reactive oxygen
species-Konzentration die Chromatinkondensation im  Spermium  schadigt
(AGARWAL et al., 2003a, 2003b; EVENSON et al., 2002). Dies kann dann zu DNA-
Modifikation zum Beispiel durch ,crossing over®, DNA-Fragmentation und sogar zu
Apoptose (siehe Kapitel 5.2.4) flhren.
In der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Messungen bestétigen diese Aussagen. So
zeigt sich im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.7) ein sehr signifikanter (p=0,006)
negativer Zusammenhang des Chromatinkondensationsstatus der Spermien-DNA
vor Aufbereitung mit dem Ergebniss der ROS-Konzentration im Seminalplasma (ROS
[) sowie ein hoch signifikanter (p<0,001) Zusammenhang mit der ROS-Konzentration
im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation (ROS Il). Auch nach Aufbereitung findet
sich im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.7) ein sehr signifikanter (p=0,008 bei der ROS-
I-Messung) bzw. hoch signifikanter (p<0,001) bei der ROS-II-Messung) negativer
Zusammenhang zwischen ROS und Chromatinkondensation. Bei getrennter
Betrachtung von IVF- und ICSI-Gruppe (siehe Tab. 4.8; 4.9) bestétigt sich ebenfalls
dieser negative Zusammenhang zwischen der ROS-Konzentration (ROS-I- und ROS-
[I-Messung) und der Chromatinkondensation sowohl vor als auch nach Aufbereitung.
Das Signifikanzniveau wird aber nur in der IVF-Gruppe, hier aber sehr signifikant,
erreicht.
Wie bereits unter Kapitel 3.2.3 erwahnt, zeigt der Cyturtest die Esterasenaktivitat von
Granulozyten an. Eine erhdhte Granulozytenkonzentration im Sperma kann ihren
Ursprung zum Beispiel in einer Entzindung im Urogenitaltrakt des Mannes haben,
was wiederum eine der Hauptursachen fir hohe ROS-Konzentrationen im Ejakulat
des Mannes darstellt (ZALATA et al., 1995; LEMKECHER et al., 2005). Ein Beispiel
daflir, dass sich oxidativer Stress negativ auf die Chromatinkondensation auswirkt,
zeigt im Gesamtkollektiv der hoch signifikante (p<0,001) positive Zusammenhang
zwischen dem Cyturtest und der Anzahl an Spermien mit schlecht kondensierter
DNA sowohl vor als auch nach Spermienaufbereitung. Diese Korrelation ist auch bei
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getrennter Betrachtung in der IVF-Gruppe (hoch signifikante, hohe Korrelation) und in
der ICSI-Gruppe (positive Korrelation, aber nicht signifikant) zu finden.

Dass eine Stérung der Chromatinkondensation der Spermien-DNA zu einer erhdhten
Apoptoserate bzw. zu vermehrtem Auftreten von DNA-Strangbriichen fihren kann,
wurde bereits erwahnt und bestatigt sich durch Zusammenhéange, welche im Rahmen
dieser Studie ermittelt wurden. So findet man im Gesamtkollektiv hoch signifikante
(p<0,001) positive Korrelationen der Anzahl der Spermien mit einer schlechten
Chromatinkondensation und der Anzahl der apoptotischen Spermien sowohl vor als
auch nach Aufbereitung. Gleiches entdeckt man bei getrennter Betrachtung der IVF-
Gruppe (vor Aufbereitung p<0,001, nach p=0,001) und der ICSI-Gruppe (vor
Aufbereitung p<0,001, nach p=0,012). Des Weiteren zeigen sich im Gesamtkollektiv
bei beiden Gruppen bzgl. der DNA-Integritdt, des Kondensationsstatus und der
Fragmentationsrate signifikante bzw. hoch signifikante positive Korrelationen mit den
Ergebnissen der ROS I- und ROS II-Messung.

Wie schon erwéhnt, halten SAID et. al. es fir eine gute Mdglichkeit Spermatozoen,
welche Schadigungen der DNA-Integritat hervorgerufen durch oxidativen Stress
aufweisen, durch Untersuchung der Spermienmorphologie zu identifizieren (SAID et
al., 2005). Auf diese Zusammenhé&nge wurde bereits unter Kapitel 5.2.2 eingegangen
und werden deshalb hier nicht naher ausgefuhrt.

5.2.4 Auswirkung der Reactive oxygen species (ROS) auf die
Apoptoserate bei Spermatozoen

Bevor ndher auf die Auswirkungen von Reactive oxygen species eingegangen wird,
sollen die Zusammenhéange, welche sich im Rahmen dieser Studie zwischen der
Apoptoserate und den anderen Spermienparametern zeigen nicht unerwahnt
bleiben. So stehen die Ergebnisse anderer Studien, welche ermittelten, dass die
Apoptoserate in keinem Zusammenhang mit der Spermienqualitat zu stehen scheint
(RICCI et al.,, 2002; CARRELL et al.,, 2003), in klarem Widerspruch zu den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Es konnte belegt werden, dass bei einer
erhdéhten Esterasenaktivitdt von Granulozyten im Ejakulat sowohl vor als auch nach
Spermienaufbereitung hoch signifikant (p<0,001) mehr apoptotische Spermien
auftreten. Dies ist sowohl im Gesamtkollektiv (mittlere Korrelation), sowie auch bei

getrennter Betrachtung von IVF-Gruppe (hohe Korrelation) und ICSI-Gruppe (mittlere
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Korrelation) der Fall. Eine Erklarung flr diese Zusammenhange ist zum Beispiel eine
Entzindung im Urogenitaltrakt des Mannes, welche wiederum eine der
Hauptursachen fir hohe ROS-Konzentrationen im Ejakulat des Mannes darstellt
(ZALATA et al., 1995; LEMKECHER et al., 2005). Eine hohe ROS-Konzentration
zieht wiederum eine erhdhte Apoptoserate nach sich, wie im Rahmen dieser Studie
gezeigt wird (siehe Tab. 4.7; 4.8; 4.9).

Weiterhin finden sich im Gesamtkollektiv hoch signifikante (p<0,001) positive
Zusammenhange zwischen der Spermienmotilitdt vor Aufbereitung (WHO-Kategorie
C und D) und der Anzahl der apoptotischen Spermatozoen. Auch nach Aufbereitung
zeigen sich im Gesamtkollektiv Korrelationen zwischen Spermienmotilitdt und
Apoptoserate. Diese sind in den WHO-Kategorien B und C sehr signifikant, in der
WHO-Kategorie D signifikant ausgepragt. Bei getrennter Betrachtung der beiden
Gruppen konnte sowohl in der IVF- als auch in der ICSI-Gruppe ermittelt werden,
dass sich mit steigender Anzahl von Spermien mit einer schlechten Motilitat auch die
Apoptoserate erhéht. Gleiches finden HAN-MING und Kollegen, die zwischen der
Anzahl von apoptotischen Spermatozoen eine negative Korrelation mit der
Spermienmotilitdt, der Spermienvitalitdt sowie morphologisch normalen Spermien
ermitteln (HAN-MING et al., 2002). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
HAN-MING et al. finden sich in dieser Studie auch negative Zusammenhénge
zwischen der Apoptoserate und einer normalen Spermienmorpologie, welche aber im
Gesamtkollektiv weder vor noch nach Aufbereitung das Signifikanzniveau erreichen.
HAMMADEH und Kollegen ermitteln in einer friheren Arbeit einen signifikant
negativen Zusammenhang zwischen der Anzahl der apoptotischen Spermien und der
Spermienvitalitdt bzw. der Membranintegritdt der Spermien (HAMMADEH et al.,
2006). In dieser Studie ist der negative Zusammenhang zwischen Apoptoserate und
Membranintegritat nur vor Aufbereitung im Gesamtkollektiv signifikant ausgepragt.
Nach Aufbereitung erreicht er nicht mehr das Signifikanzniveau.

Ein weiteres wichtiges Merkmal der Spermienqualitat stellt eine gute
Chromatinkondensation im Spermienkopf dar, fir die im Gesamtkollektiv in dieser
Studie eine hoch signifikante (p<0,001) negative Korrelation mit der Apoptoserate,
sowohl vor als auch nach Spermienaufbereitung, berechnet wird. Gleiches entdeckt
man bei getrennter Betrachtung der IVF-Gruppe (vor Aufbereitung p<0,001, nach
p=0,001) und der ICSI-Gruppe (vor Aufbereitung p<0,001, nach p=0,012). Dies
bestéatigt die Ergebnisse von AGARWAL und Kollegen, welche zeigen dass durch
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ROS verursachte Schadigungen der DNA den Prozess der Apoptose beschleunigen
(AGARWAL et al., 2003b).

Untersuchungen beziglich des Zusammenhangs zwischen Reactive oxygen species
und Apoptose sind zahlreich. SHARMA et al. (2004) zeigen einen signifikanten
Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und DNA-Schaden bzw. Apoptose.
GARRIDO ermittelte mit seiner Arbeitsgruppe, dass ROS, sei es nun durch eine
erhéhte ROS-Konzentration oder durch einen Mangel an antioxidativen Stoffen
(TAS), eine Lipidperoxidation induzieren und so die Spermienmembran schadigen
kann, was einen vorzeitigen Zelltod nach sich zieht (GARRIDO et al., 2004).

In einer Studie von RAMOS und Kollegen wird Sperma von normal fertilen M&nnern
nach der Ejakulation mit Hydrogenperoxid (H-O.) zusammengegeben. Hierdurch
kann ein signifikanter Anstieg an Spermien mit DNA-Strangbriichen gemessen
werden (RAMOS et al., 2001). Bestétigt werden diese Ergebnisse durch eine aktuelle
Studie von GRIZARD und Mitarbeitern. Auch sie setzten Sperma einem erhdhten
oxidativen Stress aus und konnten dadurch eine signifikante Zunahme der DNA-
Fragmentationen und der Apoptoserate der Spermien dokumentieren (GRIZARD et
al., 2007).

Eine Studie von WANG und Kollegen zeigt einen signifikanten Zusammenhang
zwischen der Apoptoserate und oxidativem Stress, verursacht durch Reactive
oxygen species im Sperma von infertlen Mannern (WANG et al., 2003). Auch
MOUSTAFA et al. (2004) konnten belegen, dass die Apoptoserate bei infertilen
Mannern signifikant mit der ROS-Konzentration korreliert. In ihrer Studie war dies
nicht nur im Nativsperma der Fall, sondern auch in der Fraktion mit reifen
Spermatozoen und in der mit Spermienvorstufen nach Zentrifugation.

In der vorliegenden Studie wird ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der ROS-
Konzentration und der Anzahl von apoptotischen Spermatozoen gefunden. Es zeigt
sich im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.7) eine signifikante positive Korrelation
zwischen der Apoptoserate, sowohl vor als auch nach Spermienaufbereitung, und
der ROS-Konzentration im Seminalplasma (ROS |). Auch bei der Messung der ROS-
Konzentration im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation (ROS Il) findet sich im
Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.7) eine hier hoch signifikante (p<0,001) positive
Korrelation mit der Apoptoserate der Spermien sowohl vor als auch nach

Aufbereitung. Bei getrennter Betrachtung von IVF- und ICSI-Gruppe (siehe Tab. 4.8;
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4.9) erkennt man ebenfalls positive Zusammenhange zwischen der Apoptoserate
und der ROS-Konzentration im Rahmen beider ROS-Messungen.

Eine Studie von SMITH und Mitarbeitern zeigt eine signifikante Korrelation bei
Patienten mit Varikozele und dadurch erhéhter Konzentration an Reactive oxygen
species und dem Auftreten von DNA-Strangbriichen (SMITH et al., 2006). Auch
wenn in der vorliegenden Studie keiner der untersuchten Manner eine Varikozele
hatte, bestatigen die Ergebnisse doch die Arbeit von SMITH et al., indem gezeigt
wird, dass hohe ROS-Konzentrationen zu einer erhdhten Apoptoserate flihren.

Eine Erklarung flir die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von SCHMID und Kollegen,
welche eine signifikant héhere Anzahl an DNA-Strangbriichen bei Spermatozoen mit
steigendem Alter der Manner ermittelten (SCHMID et al., 2007), findet sich in dieser
Arbeit. Es kann im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.7) eine signifikante positive
Korrelation (p=0,013) zwischen dem Alter des Mannes und der ROS-Konzentration
im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation ermittelt werden. Auch mit der ROS-
Konzentration im Seminalplasma zeigt sich ein positiver Zusammenhang, dieser
erreicht aber im Gesamtkollektiv nicht das Signifikanzniveau. Im ICSI-Kollektiv (siehe
Tab. 4.9) findet sich sowohl mit ROS | als auch mit ROS 1l eine signifikante positive
Korrelation zum Alter des Mannes.

5.2.5 Auswirkung der Reactive oxygen species (ROS) auf die
Fertilisations- und Schwangerschaftsrate

Es besteht kein Zweifel daran, dass Spermienparameter wie die
Spermienmorphologie, die Ergebnisse der konventionellen Spermaanalyse, die
Chromatinkondensation und die Zahl der apoptotischen Spermatozoen einen
wesentlichen Einfluss auf das Eintreten einer Schwangerschaft sowohl in vivo als
auch in vitro haben. So fanden HOST und Kollegen in ihren Studien signifikant
negative Korrelationen zwischen der Apoptoserate und der Fertilisations- und
Schwangerschaftsrate in einem von ihnen untersuchten IVF-Kollektiv (HOST et al.,
2000a, 2000b). Eine Studie von MURIEL und Mitarbeitern ermittelte sowohl bei den
mit IVF als auch bei den mit ICSI behandelten Patienten einen signifikant negativen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Spermatozoen mit fragmentierter DNA und
der Fertilisationsrate sowie der Implantationsrate der befruchteten Oozyten. In der

ICSI-Gruppe konnten sie auBerdem eine signifikant negative Korrelation zwischen
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der DNA-Fragmentationsrate und einer erfolgreichen Schwangerschaft zeigen. In der
IVF-Gruppe konnte diese Korrelation nicht nachgewiesen werden, was sie auf die
nattrlichen Selektionsmechanismen (siehe hierzu auch Kapitel 2.3.2) vor dem
Eizelltransfer zurlickfihrten (MURIEL et al., 2006). Ahnliches findet sich in der
vorliegenden Arbeit. Es kann in der ICSI-Gruppe gezeigt werden, dass die Zahl der
befruchteten Eizellen signifikant abnimmt, je mehr apoptotische Spermien in der
TUNEL-Féarbung (sowohl vor als auch nach Aufbereitung) gemessen werden. In der
IVF-Gruppe wird auch ein signifikanter positiver Zusammenhang (r=0,364; p=0,029)
der Fertilisationsrate mit der Zahl der Spermien, die keine Stérung der DNA-Integritat
in der TUNEL-Farbung zeigen, ermittelt. Dieser ist aber nur vor Aufbereitung
signifikant. In der vorliegenden Studie kébnnen im Gesamtkollektiv keine signifikanten
Zusammenhéange der Apoptoserate von Spermatozoen weder mit der Fertilisations-
noch mit der Schwangerschaftsrate gezeigt werden. Auch HENKEL und Kollegen
fanden in ihren Arbeiten keine signifikante Korrelation zwischen der Apoptoserate
und der Fertilisationsrate. Zwischen der Schwangerschaftsrate und der Apoptoserate
war der Zusammenhang allerdings signifikant (HENKEL et al., 2003, 2004).

Es werden in der vorliegenden Arbeit aber signifikante Korrelationen mit anderen
Spermienparametern ermittelt. So findet sich im Gesamtkollektiv eine signifikante
negative Korrelation zwischen der Esterasenaktivitadt von Granulozyten im Ejakulat
(Cyturtest) und der Schwangerschaftsrate. AuBerdem zeigt sich im Gesamtkollektiv
eine signifikante positive Korrelation der Spermiendichte vor Aufbereitung mit der
Schwangerschaftsrate. Es finden sich noch weitere Korrelationen zwischen der
Schwangerschaftsrate und den Spermienparametern, welche fir eine gute
Spermienqualitat sprechen; diese erreichen allerdings nicht das Signifikanzniveau.
Betrachtet man die Summe der Auswirkungen von Reactive oxygen species (ROS)
auf die Spermienparameter, dann liegt es nahe, dass ROS sich auch negativ auf die
Fertilisations- und Schwangerschaftsrate auswirk.

Die Arbeitsgruppe um LOFT zeigte, dass durch oxidativen Stress verursachte
Schéadigungen der Spermien-DNA die Fruchtbarkeit signifikant negativ beeinflussen
(LOFT et al., 2003). Eine Studie von DURU und Mitarbeitern konnte belegen, dass
sich eine hohe ROS-Konzentration und die damit verbundene Schéadigung der
Spermienplasmamembran ungunstig auf die Fertilisationsrate auswirkt (DURU et al.,
2000).
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Auch die Arbeitsgruppe von HAMMADEH fand eine signifikant negative Korrelation
zwischen der Konzentration von Reactive oxygen species im Seminalplasma und der
Fertilisationsrate sowohl bei IVF- als auch bei ICSI-Patienten (HAMMADEH et al.,
2006).

In der vorliegenden Studie wird nach Zusammenhangen zwischen der ROS-
Konzentration sowohl im Seminalplasma (ROS 1) als auch im Ring nach
Dichtegradientenzentrifugation  (ROS Il) und der Fertilisations-  und
Schwangerschaftsrate gesucht. Es kénnen keine signifikanten Korrelationen, weder
im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.7) noch bei getrennter Betrachtung von IVF- und
ICSI-Gruppe (siehe Tab. 4.8; 4.9), ermittelt werden, wenn sich auch im
Gesamtkollektiv bei ROS | und ROS Il ein negativer Zusammenhang mit der
Fertilisationsrate abzuzeichnen scheint, der bei ROS Il (p=0,063) sogar fast das
Signifikanzniveau erreicht.

In einer Metaanalyse von AGARWAL und Kollegen mit IVF-Patienten konnten sie
zeigen, dass sich die Konzentration an Reactive oxygen species signifikant negativ
auf die Fertilisationsrate auswirkt. Sie halten es auBerdem fir sinnvoll eine ROS-
Messung vor der IVF-Behandlung durchzufihren um auf das zu erwartende
soutcome*“ schlieBen zu kédnnen (AGARWAL et al., 2005a), was meiner Meinung
nach aber nur in einem Teil der Félle mdglich sein wird, da bei infertilen Mannern
auch haufig das Ejakulatvolumen so gering ist, dass nicht genug Material flr eine
Untersuchung und eine IVF-Behandlung zur Verfligung steht.

SHARMA und Mitarbeiter ermittelten ebenfalls, dass sich Reactive oxygen species
negativ auf die Fertilisations- und Schwangerschaftsrate auswirken und dass es
durch zu hohe ROS-Konzentrationen im Genitaltrakt der Frau zu gynakologischen
Erkrankungen kommt, welche sich zusatzlich zum paternalen Faktor, unglnstig auf
den Eintritt einer Schwangerschaft auswirken kénnen (SHARMA et al., 2004).

In einer Studie von YANG und Mitarbeitern konnte gezeigt werden, dass selbst nach
erfolgter Fertilisation die ROS-Konzentration noch einen entscheidenden Einfluss
hat. Untersucht wurden noch nicht geteilte befruchtete Eizellen und bereits geteilte
befruchtete Eizellen. In den apoptotischen Eizellen war die ROS-Konzentration
signifikant héher als in den nicht apoptotischen (YANG et al., 1998).

BEDAIWY und Kollegen beschrieben eine schlechtere Entwicklung der Blastozyste
eines Maus-Embryos, welcher in eine Kultur (hydrosalpingeal fluid) mit hoher ROS-
Konzentration gebracht wurde (BEDAIWY et al., 2002).
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Auch in der vorliegenden Studie kommt es mit steigender ROS-Konzentration im
Seminalplasma (ROS 1) zu einer steigenden Abortrate. Dieser Zusammenhang ist
allerdings nicht signifikant.

Zu bedenken ist auch, dass der Embryo in den verschiedenen Stadien seiner
Entwicklung eine unterschiedliche Sensibilitat fir oxidativen Stress zeigt (SHARMA
et al.,, 2004), was wahrscheinlich an unterschiedlichen Schwellenwerten fir das
Eingreifen von Abwehrmechanismen gegen Reactive oxygen species liegt
(MORALES et al., 1999).

Andererseits besitzt die befruchtete Eizelle auch Mechanismen um defekte
Spermien-DNA zu reparieren und um so Schaden, hervorgerufen zum Beispiel durch
Reactive oxygen species zu beheben (MATSUDA et al., 1989). ASHWOOD-SMITH
und Kollegen konnten diese Reparaturmechanismen der Eizelle sowohl in vitro als
auch in vivo nachweisen (ASHWOOD-SMITH et al., 1996).
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5.3 Auswirkungen des Total antioxidant status (TAS)

Im Folgenden werden die Auswirkungen des Total antioxidant status (TAS) auf die
Reproduktionsmedizin naher beleuchtet und mit den Ergebnissen der vorliegenden
Studie verglichen. Ergebnisse zum Beispiel von SMITH und Kollegen zeigen, dass es
wahrscheinlich sinnvoller ist nur den Total antioxidant status zu messen, statt die
Konzentration jedes Antioxidanz einzeln zu bestimmen. Er begrindet dies damit,
dass das Zusammenspiel der Antioxidantien bei der Einzellmessung nicht erfasst
wird (SMITH et al., 1996). Trotzdem wird im Folgenden auch auf die Wirkung von
einzelnen antioxidativen Stoffen eingegangen, da diese zum Teil an
unterschiedlichen Stellen im Bereich der Reproduktionsmedizin einen positiven Effekt
haben.

Das im Folgenden nicht speziell auf die Auswirkungen von Zink und Selen
eingegangen wird (far allgemeine Angaben siehe Kapitel 2.3.5.2), liegt daran, dass
durch einen Strohmausfall die Kihlkette der Proben, die zur Zink- und
Selenbestimmung bereitgestellt waren, unterbrochen wurde. Die Messungen wurden
trotzdem durchgefiihrt, die Ergebnisse wurden jedoch verworfen, da bei einem
GroBteil die Konzentrationen von Zink und Selen im Spermium trotz Bestrahlung mit
maximalem Neutronenfluss (1,6 x 10'* cm™? s™') unter der Nachweisgrenze lagen (bei
der Neutronen-Aktivierungsmethode im Nanogramm-Bereich) und so nicht verwertet
werden konnten. Die Ergebnisse der Arbeitsgruppe von KAMPA und Kollegen
zeigten Gegenteiliges. Es wurde keine Veranderung der Total Antioxidant Capacity
(TAC) nach zweimaligem Auftauen und Einfrieren festgestellt. Auch bei Proben, die
bei Raumtemperatur fir vier Stunden lagerten blieb die TAC gleich (KAMPA et al.,
2002).

5.3.1 Auswirkung des Total antioxidant status (TAS) auf die
konventionelle Spermaanalyse

Da eine Hauptquelle der ROS-Produktion, wie bereits unter Kapitel 5.2.1 erwahnt, die
Leukozyten bzw. neutrophile Granulozyten darstellen (PLANTE et al., 1994; ZALATA
et al., 1995; LEMKECHER et al., 2005), erklaren sich dadurch die hoch signifikanten
(p<0,001) Zusammenhange des Cyturtests mit den TAS |- und TAS lI-Messungen im
Gesamtkollektiv (hohe Korrelation), der IVF-Gruppe (sehr hohe Korrelation) und der
ICSI-Gruppe (hohe Korrelation).
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Nach den Ergebnissen einiger Arbeitsgruppen ist ein niedriger total antioxidant status
vor allem bei infertilen Mannern zu finden, wobei dies besonders bei Spermaproben
mit schlechten Motilitdtswerten auffallig war (LEWIS et al., 1995; SMITH et al., 1996).
Bestatigt wurde dies durch eine Studie von KOCA und Kollegen, welche einen hoch
signifikanten positiven Zusammenhang (p=0,001) zwischen dem total antioxidant
status und der Spermienmotilitdt fand (KOCA et al., 2003). Die Ergebnisse der
vorliegenden Studie stimmen mit diesen Aussagen Uberein. Es zeigt sich im
Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.11) ein hoch signifikanter (p<0,001) Zusammenhang
zwischen der Anzahl der motilen Spemien vor Aufbereitung (bei der WHO-Kategorie
C positive, bei D negative Korrelation) sowohl mit der TAS-Konzentration im
Seminalplasma (TAS I) als auch mit der im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation
(TAS Il). Nach Aufbereitung, was flr die Techniken der Reproduktionsmedizin eher
von Bedeutung ist, finden sich in allen WHO-Motilitdtskategorien signifikante bzw.
hoch signifikante Korrelationen sowohl mit der TAS |- als auch mit der TAS II-
Messung (WHO-Kategorie A, B, C positive Korrelationen; WHO-Kategorie D negative
Korrelationen). In der getrennten Betrachtung der IVF- und der ICSI-Gruppe (siehe
Tab. 4.12; 4.13) finden sich ebenfalls signifikante bis hoch signifikante Korrelationen
der Spermienmotilitat, sowohl vor als auch nach Aufbereitung, mit den Messungen
(TAS I und TAS II) des total antioxidant status (néheres siehe Kapitel 4.6.2).

Anhand von in-vitro-Studien konnte andererseits aber auch gezeigt werden, dass
sich durch eine Zugabe von Antioxidantien zum Kulturmedium der negative Effekt
von ROS auf die Spermienmotilitdt reduzieren l&sst und die Spermien-Eizellen-
Fusion verbessert werden kann (IRVINE, 1996; PARINAUD et al., 1997). Auch ROLF
und Mitarbeiter untersuchten in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten, doppel-
blinden Studie, ob sich eine hoch dosierte orale Gabe von Vitamin C und E Uber eine
Zeit von 56 Tagen positiv auf die Spermienparameter von infertilen Mannern
auswirkt. Untersucht wurden Spermiendichte, Spermienmotilitdt, Spermienvitalitat
und das Ejakulatvolumen. Es wurde keine Verbesserung der gemessenen
Spermienparameter festgestellt. Lediglich durch eine Verlangerung der Abstinenzzeit
von zwei auf sieben Tage vor Abgabe der Spermaprobe verbesserte die Parameter
Spermiendichte, Spermienmotilitdt und Ejakulatvolumen (ROLF et al., 1999). Dem
widersprechen die Ergebnisse der vorliegenden Studie. Es finden sich in der ICSI-
Gruppe (siehe Kapitel 4.7) sowohl bei Vitamin A (sehr signifikant) als auch bei

Vitamin E (signifikant) negative Zusammenhange mit dem Auftreten von Spermien

111



mit schlechter Motilitdt (WHO-Kategorie D). Ein Zusammenhang zwischen Motilitat
und Vitamin A/E kann in der IVF-Gruppe zwar nicht signifikant gezeigt werden, es
findet sich aber ein positiver signifikanter Zusammenhang zwischen Vitamin E und
der Schwangerschaftsrate (r=0,355; p=0,039). Da gerade bei der IVF-Methode die
Spermienmotilitat aber eine wesentliche Rolle spielt, kénnte dieser Zusammenhang
auch fir eine Verbesserung der Spermienmotilitdt in der IVF-Gruppe sprechen.
AuBerdem zeigt sich in der ICSI-Gruppe ein signifikant positiver Zusammenhang
(r=0,422; p=0,022) zwischen Vitamin A und Spermien mit guter Motilitdt nach
Aufbereitung (WHO-Kategorie A). Auch die Verbesserung der Spermienvitalitat kann
bestatigt werden, wie die Ergebnisse in der IVF-Gruppe zeigen. Dort finden sich
zwischen Vitamin A und den Vitalitatstests (siehe Kapitel 4.7) signifikante mittlere
(Eosintest) bzw. hohe (HOS-Test) Korrelationen.

SULEIMAN und Kollegen berichteten von einer signifikanten Verbesserung der
Spermienmotilitdt bei M&nnern mit Asthenozoospermie nach Gabe von Vitamin E
Uber einen Zeitraum von sechs Monaten. In seiner randomisierten, Placebo-
kontrollierten, doppel-blinden Studie wurden 11 von 52 Frauen in der Gruppe mit der
Vitamin E Therapie schwanger, wahrend in der Placebo-Gruppe keine
Schwangerschaft eintrat (SULEIMAN et al., 1996). Den Unterschied in beiden
Studien erklaren ROLF und Mitarbeiter damit, dass eine Behandlungsdauer von 56
Tagen nicht ausreichend ist um eine Verbesserung der Spermienparameter zu
erreichen (ROLF et al., 1999). Hierfir sprechen auch die Ergebnisse von ESKENAZI
und Kollegen, welche ermittelten, dass die Spermaqualitdt mit dem
Antioxidantiengehalt der Nahrung korreliert. Sie fanden eine signifikante bessere
Spermienmotilitdt (v. a. Spermien der Motilitdtskategorie A) und Spermiendichte in
der Gruppe mit einem hohen Antioxidantiengehalt der Nahrung (ESKENAZI et al.,
2005).

Anhand von Tierversuchen konnten ENGEL und Kollegen zeigen, dass bei Vitamin E
Hypovitaminosen vermehrt pathologische Spermatozoen auftreten und gegentber
ROS eine verminderte Resistenz besteht (ENGEL et al., 1985). So fanden auch
AGARWAL und Mitarbeiter eine positive Auswirkung von Vitamin E, vor allem in
Kombination mit anderen Antioxidantien wie zum Beispiel Selen, auf die
Spermienmotilitdt (AGARWAL et al., 2004).
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5.3.2 Auswirkung des Total antioxidant status (TAS) auf die
Spermienmorphologie
Es fanden sich nur wenige Studien, die einen direkten Zusammenhang zwischen
dem total antioxidant status und der Spermienmorphologie untersuchten und belegen
konnten. So fanden zum Beispiel die Arbeitsgruppen um PASQUALOTTO und
KOCA, dass ein niedriger total antioxidant status mit schlechter
Spermienmorphologie einhergeht (PASQUALOTTO et al., 2000; KOCA et al., 2003).
Dies kann durch die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Hier finden sich
im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.11), sowohl vor (nur mit TAS I-Messung signifikant)
als auch nach Aufbereitung (mit TAS | hoch signifikant, mit TAS Il sehr signifikant)
positive Zusammenhange zwischen der Anzahl von morphologisch normalen
Spermien und dem TAS. Bei getrennter Betrachtung der IVF- und der ICSI-Gruppe
(siehe Tab. 4.12; 4.13) bestatigt sich der positive Zusammenhang zwischen total
antioxidant status und morphologisch normalen Spermien nur in der ICSI-Gruppe
nach Aufbereitung signifikant, hier aber sowohl in der TAS |- als auch in der TAS II-
Messung.
Die Arbeitsgruppe um AGARWAL fand einen positiven Zusammenhang zwischen der
Vitamin E Konzentration und der Spermienmorphologie (AGARWAL et al., 2004).
Dies bestétigt sich in der vorliegenden Studie nur in der ICSI-Gruppe. Hier findet sich
eine signifikante negative Korrelation (r=-0,32; p=0,022) zwischen der Vitamin E
Konzentration und dem Auftreten von Zytoplasmaabnormitaten bei Spermatozoen
vor Aufbereitung. AuBerdem zeigt die Vitamin A Konzentration eine signifikante
negative Korrelation (r=-0,386; p=0,039) mit dem Auftreten von elongierten Spermien
vor Aufbereitung in dieser Gruppe.
AKMAL und Kollegen zeigten, dass eine orale Zufuhr von Vitamin C die
Spermienmorphologie bei infertilen Mannern signifikant verbessern kann (AKMAL el
al., 2006). Die Patienten in der vorliegenden Arbeit erhielten zwar keine orale
Vitamin-Substitution, ein entsprechender Zusammenhang ware aber anhand der

gewonnenen Daten denkbar.
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5.3.3 Auswirkung des Total antioxidant status (TAS) auf die
Chromatinkondensation

SILVER et al. (2005) untersuchten in einer Studie den Effekt von oral zugeflihrtem
Vitamin C, Vitamin E und B-Karotin (ein Pro-Vitamin von Vitamin A) auf die
Chromatinkondensation von gesunden Mannern. Es konnte keine Verbesserung der
Chromatinintegritat festgestellt werden, wobei jedoch ausdricklich darauf
hingewiesen wird, dass dies nicht ausschlieBt, dass eine orale Zufuhr von
Antioxidantien bei Mannern mit Fertilitdtsproblemen eine Verbesserung der
Chromatinkondensation verursacht. In der vorliegenden Studie kann die Vermutung
einer positiven Auswirkung des total antioxidant status bei infertilen Méannern
bekraftigt werden. Es finden sich sowohl im Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.11), als
auch bei getrennter Betrachtung der IVF- und der ICSI-Gruppe (siehe Tab. 4.12;
4.13) signifikante bis hoch signifikante positive Zusammenhange zwischen TAS und
der Anzahl von Spermien die in der CMAs-Farbung eine gut kondensierte DNA
aufweisen. Diese Korrelationen finden sich sowohl bei den Werten des total
antioxidant status im Seminalplasma (TAS [) als auch bei denen, die im Ring nach
Dichtegradientenzentrifugation (TAS II) gemessen werden. Bei der Untersuchung der
einzelnen antioxidativ wirksamen Stoffe, zeigt sich in dieser Studie ein signifikanter
positiver Zusammenhang zwischen der Vitamin A Menge und der Anzahl von
Spermien mit einer gut kondensierten Chromatinstruktur, sowohl vor (r=0,707;
p=0,022) als auch nach (r=0,663; p=0,037) Aufbereitung in der IVF-Gruppe. Auch
dieser Zusammenhang gibt Grund zu der Annahme, dass sich der total antioxidant
status positiv auf die Chromatinkondensation auswirkt; aber es sind wohl noch
weitere  Studien nétig, um den Effekt von Antioxidantien auf die

Chromatinkondensation der Spermien-DNA zu sichern.

5.3.4 Auswirkung des Total antioxidant status (TAS) auf die DNA-
Integritat und die Apoptoserate bei Spermatozoen

Auch ein niedriger total antioxidant status kann durch das entstehende
Ungleichgewicht mit der ROS zu einer Schadigung durch Lipidperoxidation fihren,
was letztendlich zur Apoptose fihrt (GARRIDO et al., 2004). In der vorliegenden
Studie bestatigt sich dieser Zusammenhang. Anhand der durchgefihrten Messungen
zeigen sich Uberwiegend hoch signifikante positive Korrelationen (siehe Tab. 4.11;
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4.12; 4.13) zwischen dem total antioxidant status, sowohl im Seminalplasma als auch
im Ring nach Dichtegradientenzentrifugation, und der Anzahl von Spermien, die in
der TUNEL-Farbung keine Zeichen einer gestorten DNA-Integritdt oder einer
Apoptose zeigen. Dieser, die Apoptoserate senkende Effekt des TAS, zeigt sich
sowohl vor als auch nach Aufbereitung.

GRECO et al. (2005a) gaben in einer Studie einer Gruppe von Patienten mit erhdhter
Anzahl an Spermatozoen mit fragmentierter DNA oral die Antioxidantien Vitamin C
und Vitamin E (jeweils 1g pro Tag flr zwei Monate) oder ein Placebopraparat. In der
Therapiegruppe kam es zu einer signifikanten Reduktion der Spermien mit
fragmentierter DNA im Vergleich zur Placebogruppe. In einer weiteren Studie von
GRECO und Kollegen konnte bei Patienten, die zu einer ICSI-Behandlung geplant
waren nachdem sie bereits einen frustranen Versuch hinter sich hatten, durch die
gleiche orale Antioxidantientherapie (Vitamin C und Vitamin E jeweils 1g pro Tag fir
zwei Monate) ebenfalls eine signifikante Abnahme der Spermatozoen mit DNA-
Fragmentationen erreicht werden (GRECO et al., 2005b).

In der vorliegenden Arbeit kann kein signifikanter Zusammenhang, weder im
Gesamtkollektiv noch in der IVF- oder ICSI-Gruppe, zwischen der Konzentration der
einzelnen gemessenen Antioxidantien und der Apoptoserate gezeigt werden. Wenn
man aber die Ergebnisse von AGARWAL und Mitarbeitern, welche zeigten dass
durch ROS verursachte Schadigungen der DNA den Prozess der Apoptose
beschleunigen (AGARWAL et al., 2003b) bedenkt, kdbnnte man speziell durch die
gezeigte Verbesserung der Chromatinkondensation der Spermien durch Vitamin A
auch eine Reduktion der Apoptoserate durch Vitamin A vermuten. Dies gilt es aber
erst noch durch weitere und umfangreichere Studien zu beweisen.

Weiterhin ist es notwendig zu erwédhnen, dass die Apoptoserate der Spermien im
Ejakulat im Hinblick auf eine geplante assistierte Reproduktion anhand neuester
Studien bei der Wahl der Fertilisationstechnik bericksichtigt werden sollte. So zeigt
zum Beispiel die Arbeitsgruppe von BUNGUM, dass es ab einem Anteil von >30%
Spermien mit fragmentierter DNA, bei Paaren, die sich einer ICSI-Behandlung
unterzogen signifikant haufiger zu einer Schwangerschaft kommt als bei den IVF-
Paaren. War der Anteil an Spermien mit DNA-Schaden <30% konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen gefunden werden (BUNGUM
et al., 2007).
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5.3.5 Auswirkung des Total antioxidant status (TAS) auf die

Fertilisations- und Schwangerschaftsrate

SMITH et al. (1996) haben festgestellt, dass bei der Bestimmung des total
antioxidant status in den Spermaproben von fertilen Mannern eher eine hohe
Konzentration von Antioxidantien zu finden ist. Entsprechend zeigten die Ergebnisse
von LEWIS und Kollegen einen niedrigeren total antioxidant status im Seminalplasma
von infertlen Mannern im Vergleich zu der Konzentration von fertilen Mannern
(LEWIS et al., 1995). Neben anderen Ursachen fuhrt dieser TAS-Mangel bei infertilen
Mannern zu einer Haufung von DNA-Abnormitaten, welche wiederum zu Stérungen
in der Entwicklung der Blastozyste, fehlgeschlagener Implantation und einer héheren
Abortrate fihren kdnnen (BANERJEE et al., 2000; IRVINE et al., 2000; LARSON et
al., 2000; MORRIS et al., 2002; AGARWAL et al., 2003a; LARSON-COOK et al.,
2003). Auch die Ergebnisse von LAGOD und Mitarbeitern zeigten, dass eine
Verschiebung der ROS-TAS-Homdbostase zugunsten von reactive oxygen species in
einer h6heren Rate von Spontanaborten resultiert (LAGOD et al., 2001).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestatigen einige Zusammenhange, die in
den oben genannten Arbeiten erwahnt wurden. So findet sich zum Beispiel im
Gesamtkollektiv (siehe Tab. 4.11) ein sehr signifikanter positiver Zusammenhang der
Schwangerschaftsrate mit dem total antioxidant status der Messung im
Seminalplasma (TAS ). AuBerdem scheint der total antioxidant status einen
positiven Effekt auf die Fertilisationsrate zu haben. Zu diesem Schluss kann man
kommen. wenn man bedenkt, dass in der IVF-Gruppe (siehe Tab. 4.12) fir TAS | und
TAS Il ein negativer Zusammenhang mit der Anzahl von Spermien mit schlechter
Motilitat (WHO-Kategorie D sowohl vor als auch nach Aufbereitung) gezeigt wird und
dass die Anzahl von Spermien mit schlechter Motilitat (WHO-Kategorie D) signifikant
negativ (r=-0,332; p=0,048) mit der Zahl der befruchteten Eizellen in der IVF-Gruppe
korreliert. Da eine direkte Korrelation hier aber nicht gezeigt werden konnte, waren
weitere Studien zur Klarung dieses Zusammenhangs wiinschenswert.

COMHAIRE und Kollegen konnten eine signifikante Verbesserung der
Spermienparameter und der Schwangerschaftsrate von infertlien Mannern durch
Gabe des starken Antioxidans Astaxanthin (AstaCarox®, AstaReal AB, Gustavsberg,
Sweden) erreichen. AuBerdem konnte die ROS-Konzentration, im Vergleich zur
Placebo-Gruppe signifikant gesenkt werden (COMHAIRE et al., 2005).
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Auch in der vorliegenden Arbeit kdnnen diese Auswirkungen von Antioxidantien
gezeigt werden. Bezlglich der Verbesserung der Spermienparameter mdchte ich auf
die Kapitel 5.3.1 bis 5.3.4 und die Tab. 4.11; 4.12; 4.13 verweisen. Im Hinblick auf
die Schwangerschaftsrate zeigt sich in der IVF-Gruppe eine signifikante positive
Korrelation (r=0,355; p=0,039) mit der Vitamin E Konzentration im Seminalplasma.
GRECO und Kollegen erreichten mit oraler Antioxidantientherapie (siehe Kapitel
5.3.4) vor ICSI eine signifikante Verbesserung der Schwangerschaftsrate von 6,9%
(in einem vorhergegangenen ICSI-Zyklus ohne antioxidative Therapie) auf 48,2%
(GRECO et al., 2005b).

BEDAIWY et al. (2002) konnten zeigen, dass sowohl Vitamin C als auch Vitamin E in
der Lage ist den embryotoxischen Effekt, welcher durch eine hohe ROS-
Konzentration verursacht wird, signifikant zu senken. Diese Ergebnisse werden durch
Arbeiten von WANG und Kollegen bestatigt, in denen sich allerdings Vitamin C als
effektiverer Schutz gegen den embryotoxischen Effekt zeigte (WANG et al., 2001,
2002). Es spielen also auch nach der Befruchtung antioxidative Substanzen noch
eine wesentliche Rolle. In vivo sind Schutzmechanismen in Form von Antioxidantien
gegen reactive oxygen species (ROS), sowohl im Embryo als auch in seiner
Umgebung (Follikel- und Eileiterflissigkeit) vorhanden (SHARMA et al., 2004).
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5.4 Fazit der Diskussion

Im Bezug auf die Fragestellung (siehe Kapitel 2.4), konnte im Rahmen dieser Studie

folgendes gezeigt werden:

Im Rahmen der konventionellen Spermienanalyse ergaben sich in allen
Gruppen positive Korrelationen zwischen ROS und dem Cyturtest
(Esterasenaktivitdt von Granulozyten). Mit TAS finden sich hier negative
Korrelationen in allen Gruppen.

Die Spermienvitalitat im HOS- und Eosintest zeigt eine negative Korrelation
mit ROS, welche jedoch nur im ICSI-Kollektiv das Signifikanzniveau erreicht.
Mit TAS finden sich hier keine signifikanten Zusammenhange.

Die Spermiendichte korreliert im Gesamtkollektiv positiv mit TAS, im IVF- und
ICSI-Kollektiv erreicht dieser Zusammenhang nicht das Signifikanzniveau.
Zwischen ROS und der Spermiendichte besteht ein negativer
Zusammenhang, welcher jedoch ebenfalls nur im Gesamtkollektiv das
Signifikanzniveau erreicht.

Beziglich der Spermienmotilitadt kann gezeigt werden, dass sich mit
steigender ROS-Konzentration die Zahl der Spermien mit schlechter Motilitat
signifikant erhdht. Entsprechend besteht ein positiver Zusammenhang
zwischen TAS und der Anzahl von Spermien mit guter Motilitat.

Bei der Untersuchung der Zusammenhange der Spermienmorphologie mit
ROS finden sich bei steigender ROS-Konzentration signifikant weniger
morphologisch normale Spermien im Gesamtkollektiv und in der IVF-Gruppe,
auBerdem zeigten sich vermehrt amorphe Spermien im Gesamtkollektiv. Mit
steigender TAS-Konzentration fanden sich im Gesamtkollektiv und in der ICSI-

Gruppe signifikant mehr morphologisch normale Spermien.

Mit steigender ROS-Konzentration finden sich signifikant mehr Spermien mit
schlecht kondensierter DNA (CMAs-Farbung), Stérungen der DNA-Integritat
bzw. Zeichen von Apoptose (TUNEL-Farbung) sowohl vor als auch nach
Aufbereitung im Gesamtkollektiv und in der IVF-Gruppe.

Mit steigender TAS-Konzentration finden sich sowohl im Gesamtkollektiv als
auch bei getrennter Betrachtung der IVF- und der ICSI-Gruppe signifikant
weniger Spermien mit schlecht kondensierter DNA (CMAs-Farbung),
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Stérungen der DNA-Integritéat bzw. Zeichen von Apoptose (TUNEL-Farbung)
sowohl vor als auch nach Aufbereitung.

Bei der Untersuchung der Auswirkungen von ROS und TAS auf die
Fertilisations- und Schwangerschaftsrate fanden sich nur wenige signifikante
Zusammenhéange. Es zeigte sich im Gesamtkollektiv eine positive Korrelation
zwischen TAS und einer erfolgreichen Schwangerschaft. Einen direkten
Zusammenhang zwischen TAS und der Fertilisationsrate konnte nicht ermittelt
werden. Dies lasst sich allerdings vermuten, wenn man die positiven
Auswirkungen von TAS auf die Spermienqualitdt bedenkt. Auch zwischen
ROS und der Fertilisations- und Schwangerschaftsrate fand sich kein
signifikanter direkter Zusammenhang. Hier lassen sich auch nur Vermutungen
aufstellen, wenn man die negativen Auswirkungen von ROS auf die

Spermienqualitat bedenkt.

Wenn man sich die Zusammenhange von ROS und dem TAS noch einmal vor
Augen fuhrt, kommt man zu dem Schluss, dass Antioxidantien einen Benefit
fir die Techniken der Reproduktionsmedizin haben. Oder anders ausgedriickt,
dass es von Vorteil ist die Verfahren in der Reproduktionsmedizin
dahingehend zu optimieren, dass oxidativer Stress weitgehend reduziert bzw.
vermieden wird. Hierflr sprechen auch die Ergebnisse von ALLAMANENI und
Kollegen, welche zeigen konnten, dass die ROS-Konzentration im
Nativsperma von fertilen Spendern signifikant niedriger ist als im Samen nach
Aufbereitung (ALLAMANENI et al., 2005).

Einen interessanten Aspekt beleuchtete die Arbeitsgruppe um GRIVEAU. Sie
konnten zeigen, dass sich bei Patienten mit einer Oligozoospermie, welche
sich einer IVF-Behandlung unterzogen, die Spermaqualitdt signifikant
verbesserte, wenn man das Sperma in einer Atmosphare mit 5% O, inkubiert
anstelle von einer Atmosphare mit 20% O, was der Raumluft entspricht.
Verbessert werden konnten zum Beispiel die Spermienmotilitit und die
Akrosomreaktion, wobei sich bei fertilen Spendern keine signifikante
Verbesserung der Spermaqualitat erzielen lieB (GRIVEAU et al., 1998). Die
Arbeitsgruppe von YENILMEZ zeigte, dass sich durch Zugabe von Vitamin E
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zur HAM’S F10-Lésung ein Schutz gegen oxidativen Stress und die dadurch
verursachten Schaden erzielen lasst (YENILMEZ et al., 2006).

Ein Alternative zur vielfach diskutieten medikamentésen Therapie mit
antioxidativ wirksamen Substanzen oder der Anreicherung des Ejakulats von
subfertilen Mannern mit Antioxidantien liegt also in der Vermeidung von
oxidativem Stress wahrend der verschiedenen Prozesse der klnstlichen

Reproduktion.
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