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1. Einleitung

1.1.  Kinderwunsch, IVF und ICSI

Infertilitat wird beschrieben als das Unvermdégen, eine Schwangerschaft nach einem Jahr
ungeschutztem Geschlechtsverkehr herbeizufiihren. In der heutigen Zeit wird vermutet dass
ca. 15% der Paare mit Kinderwunsch ungewollt kinderlos bleiben (Palermo u. a. 2014). Bei
Kinderlosigkeit sind 50 % der Falle mit mannlichen Fertilitatsproblemen assoziiert (Palermo
u.a. 2017). Diese werden durch die klinischen Bilder von Oligozoospermie (Anzahl der
Spermien zu gering), Asthenozoospermie (Beweglichkeit der Spermien ist eingeschrankt),
Teratozoospermie (Morphologie der Spermien ist pathologisch) oder einer Kombination dieser
Krankheitsbilder verursacht. Oftmals kann die mannliche Infertilitdt auch durch das vdllige
Fehlen von Spermatozoen (Azoospermie) verursacht sein.

Die Prognose, eine erfolgreiche Schwangerschaft mit diesen Einschrankungen der
Samenqualitat herbeizufilhren, kann selbst mit assistierten Reproduktionstechniken (ART)
gering sein (Palermo u. a. 2017). In den letzten vier Jahrzehnten wurden diese Techniken
zunehmend verbessert und die In-vitro-Fertilisation (IVF) wurde nach und durch die Intra-
zytoplasmatischen-Spermatozoen-Injektion (ICSl) erganzt (Palermo u.a. 1992). Diese
Technik erlaubt es, Spermien unabhangig von ihrer Motilitdt oder anderen einschrankenden
Faktoren in eine Eizelle einzubringen und so eine Befruchtung herbeizufihren. Somit wurden
die Minimalanforderungen an die Spermienqualitat zur Durchfihrung einer erfolgreichen ART
deutlich reduziert. Die ICSI Methode hat heute mit bis zu 80 % Einsatz bei kinstlichen
Befruchtungen (Palermo u. a. 2009) die IVF zunehmend abgeldst. Ein Grund hierfiir kbnnte
unter anderem die Mdglichkeit der genetischen Praimplantationsdiagnostik (PID) sein, die nur
unter strengen Auflagen in Deutschland erlaubt ist. In den USA werden heute viele ICSls
durchgefiihrt, auch wenn kein medizinischer Grund hierfiir besteht und eine IVF genauso
erfolgversprechend gewesen ware (Simopoulou u. a. 2016). Diese Entwicklung sollte jedoch
auch kritisch gesehen werden, da ein pekuniares Interesse bei ICSI-Behandlungen vorliegen
kann und es auch nicht abschlieRend geklart ist, ob Manner mit Oligozoospermie nicht doch
ein hoheres Risiko aufweisen, bei Befruchtung einen mit unbalancierten genetischen
Aberrationen behafteten Embryo zu zeugen (Stegen u.a. 2012). Auch wenn eine ICSI
zunehmend in den Kinderwunschkliniken zum Einsatz kommt, eine hdhere
Schwangerschaftsrate als bei IVF-Behandlungen konnte damit bis heute nicht erreicht werden
(Simopoulou u. a. 2016). Dennoch stellt die ICSI fir Manner mit Fertilitdtsproblemen, wie
kinetische Defekte der Spermien oder akrosomale Dysfunktion (Palermo u. a. 1996) oft die
einzige Moglichkeit dar, eigene Kinder zu bekommen. Bis 2012 wurden weltweit Uber zwei
Millionen Kinder mithilfe von ICSI geboren (ESHRE 2012, Sullivan u. a. 2013).
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1.2.  Zusammensetzung der Samenflissigkeit und Interaktionen

Die Samenflissigkeit bzw. Ejakulat des Mannes besteht aus dem zellularen Teil - den
Spermien - und dem Seminalplasma. Auf den zellularen Teil wird in den folgenden Kapiteln
(siehe 1.3.ff) ndher eingegangen. Das Seminalplasma wird zu 50 bis 70 % aus dem Sekret
der Samenblaschen gebildet, welches Fructose zum Energiegewinn der Spermien enthalt.
Einen Uberblick Uber die Zusammensetzung der Samenfliissigkeit gibt Tabelle 1. Das
Seminalplasma enthalt auch Lipide, Peptide, Proteine, Zytokine und Chemokine, welche von
Testis, Epididymis und den akzessorischen Geschlechtsdriisen gebildet werden (Remes,
Lenicov u. a. 2014). Unter den Proteinen befinden sich auch zahlreiche Aminopeptidasen,
Glykosidasen, Hyaluronidasen, Muzine und viele andere (Duncan und Thompson 2007).
Weitere Bestandteile sind groRere Mengen an Prostaglandinen der E-Familie, TGF- (Sharkey
u.a. 2012; Templeton u.a. 1978) und Fibrinogen sowie das Protein Semenoglein, welches
dem Ejakulat eine geschmeidige Konsistenz verleiht. Prostaglandine und TGF-3 sorgen dafiir,
dass eine massive Immunreaktion im weiblichen Genitaltrakt bei Insemination des Ejakulates
stattfindet. Diese geht einher mit einer Infiltration von neutrophilen Granulozyten, Monozyten
und Dendritischen Zellen im weiblichen Genitaltrakt nach dem Geschlechtsverkehr (Remes
Lenicov u. a. 2014). Durch die inflammatorischen Zytokine wird der Uterus auf die Implantation
eines Fetus vorbereitet (Chaouat 2013) und die lokale Rekrutierung von Effektoren des
angeborenen Immunsystems schitzt vor Infektion mit sexuell Ubertragbaren
Krankheitserregern (Remes, Lenicov u. a. 2014).

Viele der Proteine, die im Seminalplasma von Menschen nachgewiesen wurden sind heute
gut charakterisiert, wie die saure Phosphatase oder das PSA — prostataspezifisches Antigen

(Rodriguez-Martinez 2007). Doch nur wenige werden mit der mannlichen Infertilitat in

Verbindung gebracht.
pH-Wert 7-8 (leicht alkalischer Puffer)
Samenblasensekret ca. Alkalisches Fructose-reiches Sekret (1,5-6,5mg/ml Fructose),
75 % Phosphorylcholin, Ascorbinsdure
Prostatasekret Biogene Amine (Spermidin, Spermin), Zitronensaure,
ca. 20 % Cholesterin, Phospholipide, Proteasen zur Verflissigung des

Ejakulats (Fibrinolysin, Fibrinogenase)

Weitere Bestandteile Phosphat und Bikarbonat als Puffer, Prostaglandine,
Hyaluronidase, Zelldetritus aus Sertolizellen, Zellen aus

Vorstufen der Spermiogenese, Lymphozyten.

Tabelle 1: Zusammensetzung des humanen Seminalplasmas (nach embryology.ch der Universitéten Fribourg,
Lausanne und Bern, Schweiz)
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Die Aufgaben des Seminalplasmas sind zahlreich. Die Zusammensetzung bewirkt unter
anderem das Bereitstellen von Nahrstoffen flr die Spermien, deren Aktivierung und
Verstarkung der Motilitdt sowie die Anlagerung von Kapazitations-Inhibitoren. Zu den
Aufgaben gehort auch die Schaffung eines alkalisch gepufferten Milieus in der Scheide und

die Koagulation des Ejakulats. Dieses verflissigt sich nach 15 bis 20 min.

1.3.  Zellularer Aufbau des Spermiums

Den zellularen Teil des Ejakulates machen die Spermien oder Spermatozoen aus. Diese
haben vorrangig die Aufgabe, die DNS (Desoxyribonucleinsaure) im weiblichen Genitaltrakt
zur Oozyte zu transportieren und dort die Kernfusion einzuleiten.

Der Prozess, welcher zur Reifung der Spermatozoen fuhrt, heit Spermatogenese Das
humane Spermium ist die Zelle, die mit am weitesten differenziert ist, wenn sie den Korper
verlasst, um die weibliche Eizelle zu befruchten. Die Spermien sind dann morphologisch
komplett jedoch funktionell unreif und unfahig eine Eizelle zu befruchten. (Freitas u. a. 2017)
Um die Funktionalitdt zu erhalten missen die mannlichen Keimzellen verschiede Prozesse
durchlaufen. Diese sind die Reifung im Nebenhoden, die Kapazitation und die Akrosom-
Reaktion, welche erst im weiblichen Reproduktionstrakt stattfindet (Abou-haila und Tulsiani

2009). Diese Prozesse bedingen sich gegenseitig und sind aufeinander aufgebaut.

Die Spermatozoen sind aus drei Teilen aufgebaut: dem Kopfteil, der die DNS enthalt, dem
Mittelstlick mit Mitochondrium und dem Schwanz (auch Flagellum), der fir das Vorankommen
des Spermiums sorgt. Ein humanes Spermium weist eine Lange zwischen 60 und 70 ym auf.
Auf den molekularen Aufbau der einzelnen Teile, sowie der Plasmamembran wird im

Folgenden detailliert eingegangen.

13



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Plasma membrane

Head Mitochondrial sheath

Outer dense fiber

— Connecting piece Microtubules doublet

e Outer dynein arm
Midpiece

Nexin

Inner dynein arm

Radial spoke

\

Flagelum — Fibrous sheath

Principal piece Central sheath
Microtubule central pair

Outer dense fiber

Plasma membrane
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Abbildung 1: Aufbau und Gliederung des Spermiums nach (Freitas, Vijayaraghavan, und Fardilha 2017)

1.3.1. Kopfregion mit Akrosom

Dem ,Kopfteil“ des Spermiums kommt die gréfite Bedeutung in der Fortpflanzung zu und misst
ca. 3 bis 5 umin der Lange. Er enthalt die DNS — das Erbgut — des Mannes in einem haploiden
Chromosomensatz. Das Chromatin ist dicht gepackt wegen des Austausches von Histaminen
durch Protamine. Dies fihrt unter anderem auch zu einem sehr guten Schutz vor DNS
Schaden (Barratt u. a. 2010). Die Form des Kopfes steht in direktem Zusammenhang mit der
genetischen Ausstattung und ist in den meisten Spezies hochkonserviert (Mortimer 2018). Es
ist ungewdhnlich, dass die humanen Spermatozoen eine hdchst variable Morphologie des
Kopfes aufweisen. Diese wurde auf weniger Konkurrenzdruck im Laufe der Evolution
zuruckgefihrt (van der Horst und Maree 2014), bzw. kénnte auf Inzucht zuriickzufiihren sein
(Roldan u. a. 1998).

Der vordere Teil des Spermienkopfes wird vom Akrosom eingenommen, dem einzigen
Organell welches spezifisch flr Spermien ist. Dieses besteht aus der Akrosom-Vakuole und
subakrosomalem Material (Aktin-Filamente). Die Vakuole enthalt lytische Enzyme, welche die

Zona pellucida der Oozyte auflésen und so bei der Durchdringung der Eihtille im Rahmen der

14
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Befruchtung helfen. Das subakrosomale Material schiebt die innere Akrosom-Membran auf

das Oolemma zu und leitet so die Verschmelzung die beiden Zellplasmen ein.

1.3.2. Mittelstick mit Mitochondrium

Die mittlere Region des Flagellums misst in der Regel 5 bis 7 um und besteht aus den
verbindenden Strukturen zur Halsregion und dem anterioren Teil des Schwanzes. In dieser
Region ist das axiale Filament des Flagellums von einer Doppelhelix aus Mitochondrien
umgeben (Mortimer 2018). Das typische Saugetier-Spermium enthalt zwischen 50 und 75
Mitochondrien mit je einer mtDNS Kopie (Ankel-Simons und Cummins 1996). Diese liefern die
Energie, um das Flagellum am Ende zu bewegen. Die Energie die hierfur notwendig ist, wird
durch ATP vermittelt und treibt axoneme Dynein ATPasen im Flagellum an (Piomboni u. a.
2012). Spermatozoen verbrauchen eine grolse Menge ATP um sich fort zu bewegen, deshalb
ist es unerlasslich, den ATP Spiegel in der Zelle konstant aufrecht zu erhalten (Piomboni u. a.
2012). Es wird diskutiert, ob die metabolischen Stoffwechselwege fur die Motilitat der
Spermien auf oxidativer Phosphorylierung in den Mitochondrien oder auf Glykolyse im
Flagellum und Kopf zurtickzufiihren sind. Eine Kombination aus beiden Wegen ware ebenso
denkbar (Freitas u. a. 2017; Piomboni u. a. 2012).

Da das Mittelstiick mit den Mitochondrien am anterioren Ende des Flagellums lokalisiert ist,
muss der Transport von ATP Uber die gesamte Lange gewahrleistet sein. Zusatzlich muss
auch die mitochondriale Aktivitat mit steigender Motilitat zunehmen (Ferramosca u. a. 2012).
Ausflhrlich wurde diskutiert, ob die mitochondriale DNA aus dem Spermium mit in die Oozyte
eindringt und ob diese mitvererbt wird. Mittlerweile ist bekannt, dass die mtDNS zwar in die
Oozyte eindringt, dort aber von einem Ubiquitin-Proteasom Apparat abgebaut wird. Diese
Ubiquitinylierung von Spermien Mitochondrien wurde als erstes in Saugetier-Spermien
entdeckt (Peter Sutovsky und Song 2017).

1.3.3. Flagellum

Das Flagellum enthalt den motilen Apparat, welcher das Spermium dazu befahigt, sich
fortzubewegen. Es wird grundsatzlich in vier Strukturen eingeteilt, wobei in der deutschen
Literatur das Mittelstiick als eigene Struktur angesehen wird. In der englischsprachigen
Literatur besteht das Flagellum aus Verbindungsstiick zum Kopf, Mittelstlick mit Mitochondrien,

Hauptteil des Schwanzes und Endstlick (Turner 2006).
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Das Haupt- und Endstilick des Flagellums sorgt dafiir, dass die Spermatozoen sich Molekile
als Trigger bendétigt. In diesem Teil des Spermiums befinden sich die meisten lonen-Kanale,
darunter Ca?*-lonenkanale wie die Ca?*-ATPase und der Ca?*-lonenkanal CatSper (bestehend
aus vier Untereinheiten), auf welchen in den folgenden Kapiteln (5.2.3. und 5.4.) noch naher
eingegangen wird. Es wird vermutet, dass dieser Kanal sowohl an der Motilitat als auch am

Kapazitations-Prozess beteiligt ist (Olson u. a. 2010)

1.3.4. Plasmamembran der Spermien

Die Zellen von Wirbeltieren, besonders die der Menschen haben ein einzigartiges
Zuckermuster (Glykokalix), welches sie strukturell von denen der Wirbellosen unterscheidet.
(Suarez und Pacey 2006) Der Aufbau der humanen Spermienplasmamembran wurde in der
Vergangenheit gut untersucht. Beim Verstandnis des molekularen Aufbaus, sowie dessen
Funktion besteht allerdings noch Klarungsbedarf. Es gibt sehr viele unterschiedliche humane
Proteine, denen Bindungsaffinitdten zu verschiedenen Glykanen zugesprochen werden. Diese
beinhalten noch nicht die Glykosyltransferasen, welche als humane Lektine oder Lektin-
ahnliche Proteine angesehen werden. (Eddy u. a. 2003) Die Strukturen der Glykane auf
menschlichen Spermien sind komplizierter aufgebaut als die vieler anderer Spezies. Als
endogene Proteine weisen die humanen Lektine eine hdohere Spezifitdt und starkere adharente
Krafte zu Glykoproteinen auf (Freitas u. a. 2017).

Die Glykane erflllen spezifische Aufgaben, wie zum Beispiel CD59, welches die
Spermatozoen vor Komplement-vermitteltem Schaden schitzt und das Verkleben der
Gameten beim Transport durch den weiblichen Genitaltrakt verhindert. Eine reife Glykokalix
erlaubt es den Spermien zudem, den zervikalen Schleim in Spezies mit vaginaler Insemination
zu Uberwinden (Tollner u. a. 2008). Die von Zuckern Uberzogene Plasmamembran kann das
Spermium vor humoraler oder zellularer Immunantwort des weiblichen Genitaltrakts schitzen.
Zudem spielt das Muster der Glykosylierung eine groRe Rolle in der Spermien-Oozyten

Interaktion (Ferramosca u. a. 2012).
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Abbildung 2: Aufbau der humanen Spermienplasmamembran (Tecle und Gagneux, 2015)

Eine reife Glykokalix erlaubt es den Spermien, den zervikalen Schleim in Spezies mit vaginaler
Insemination zu Uberwinden (Tollner u. a. 2008). Diese beinhaltet sowohl weibliche Antikorper,
Faktoren des Komplementsystems, sowie Makrophagen und neutrophile Granulozyten,
welche gegen die Spermatozoen oder Bestandteile davon gerichtet sind (Thompson u. a.
1992).

1.4. Spermiogramm (WHOQO) allgemein

In den letzten Jahrzehnten wurde immer mehr die Meinung vertreten, dass der Begriff
»hormal“ von den Worten ,idealerweise® oder ,typisch® abgeldst werden sollte (Mortimer 2018).
Die natirliche Anzahl von ideal geformten Spermien — die im Menschen eh schon sehr gering
ist — sollte durch mehr Information genauer charakterisiert werden, um ihre biologische

Funktionalitat besser beurteilen zu konnen.

In Saugetieren gelangen Millionen von Spermatozoen in den weiblichen Genitaltrakt. Von

dieser Menge gelangt nur ein sehr kleiner Teil (einige Dutzend) an den Ort der Oozyte zur
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Befruchtung. (Tollner u. a. 2008) Diese Interaktion verlangt jedoch, dass die Spermatozoen
einige Membranumgestaltungen (Kapazitation) und zahlreiche intrazelluldre Veranderungen
durchmachten (Hypermotilitédt u.a.). (Suarez und Pacey 2006) Im letzten Jahr wurde von der
WHO eine neue Uberarbeitete Edition herausgegeben, welche die Kriterien fir die
Untersuchung von Sperma neu definiert hat. Als vielversprechend werden auch andere
molekulare Parameter wie die Untersuchung von Kalzium-Kanalen bei Mannern mit
Normozoospermie angesehen. Diese Untersuchungen kdnnen dazu beitragen, bei ungewollt
kinderlosen Paaren mit ansonsten normalen Spermiogramm-Parametern und bei Fertilitdt der

Frau mithilfe von ART den Leidensweg erheblich zu minimieren. (Kliesch 2021)

1.4.1. Anzahl und Konzentration der Spermien

Laut WHO (2010, 2021) entsprechen 15 (16) mio Spermien/ml Ejakulat und 39 mio Spermien
gesamt pro Ejakulat dem Normwert. Diese Zahlen spiegeln jedoch nicht allein die
Fertilititseigenschaften des Ejakulats wider. Bei der Auswertung von 54 wissenschaftlichen
Arbeiten wurde gezeigt, dass die Spermienzahl bei europdischen Mannern in den letzten 50
Jahren um durchschnittlich 32 % gesunken ist (Sengupta u. a. 2018). Diese Zahlen lassen

offen, ob die Fertilitdt sich in gleichem Masse verandert hat.

1.4.2. Motilitat

Die Motilitat beschreibt die Beweglichkeit der Spermatozoen. Diese werden nach WHO in

verschiedene Gruppen eingeteilt.

Neue Kategorien Alte Motilitat Befund
Kategorie
PR = progressiv A schnell Gerichtete Motilitat: Schnelle
progressiv Vorwartsbewegungen
B progressiv Gerichtete Motilitat: Nur
langsame, trage
Vorwartsbewegungen
NP = Nicht- C nicht Ungerichtete Motilitat: Nur lokal
progressiv progressiv beweglich, Kreisbewegungen
IM = Immotilitat D immotil Keine Beweglichkeit

Tabelle 2: Einteilung der Motilitdt nach WHO-Kriterien
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Um als fertil zu gelten, sollten die Spermien im Ejakulat mehr als 40 % bewegliche Spermien
(PR + NP) in einem Sichtfeld beinhalten. Zudem sollten von diesen mehr als 32 % "progressiv
beweglich in einem Sichtfeld sein (PR). Z&hlungen koénnen hier von Hand mit dem

Lichtmikroskop oder mit einer computer-gestutzten optischen Zahlsoftware erfolgen.

1.5.  Glykolsaure (Hydroxyessigsaure)

Die Glykolsaure ist eine organische Saure und kommt in unreifen Weintrauben, Zuckerrohrsaft,
Zuckerruben, Blattern des wilden Weins und Rosmarin vor. Aufgrund des naturlichen
Vorkommens wird sie zu den Fruchtsduren gezahlt. Sie ist die einfachste a-
Hydroxycarbonsaure mit der Formel HOCH,—COOH.

O

Ho
OH

Abbildung 3: Strukturformel von Glykolséure

Die Saure findet Verwendung in der Industrie als 20 %ige Ldsung zur Entrostung durch
Chelatisierung von Kalzium- und Eisenionen. Auch bei der Synthese und als Ausgangsprodukt
fur verschiedene Ester wird Glykolsaure verwendet. In der Medizin wird die Glykolsaure als
Zusatz zu Hautcremes unter anderem mit Peeling-Funktion zur Verbesserung des Hautbildes

und zur Behandlung von Akne (Valle-Gonzalez u. a. 2020) verwendet.

1.6. Kalziumeinfluss auf Spermien

Im Folgenden soll auf den Kalzium-Haushalt des Spermiums eingegangen werden, da dieser
fur das Verstandnis der vorliegenden Arbeit von Bedeutung ist. Im Spermium spielen Kalzium-
lonen (Ca?*) eine wichtige Rolle u. a. firr die Fertilisation, die Motilitat, die Chemotaxis und die
Akrosom-Reaktion (Freitas u. a. 2017). Die Kalzium Kaskade in den menschlichen Zellen ist
hierbei durch verschiedene Kalzium-abhangige Enzyme, intrazellulare Kalzium-Speicher und
Kalzium-Kanale charakterisiert (Publicover u. a. 2008) und die Spermatozoen bilden hier keine
Ausnahme. Weiter ist die Hemmung der Ca?* Signalkaskade mit einer eingeschréankten
mannlichen Fertilitdt assoziiert (Espino u. a. 2009).

In humanen Spermatozoen wird das basale Kalzium bei einer Konzentration von 100 — 200

nM gehalten, wahrend es im extrazellularen Medium, dem Seminalplasma, eine Konzentration
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von etwa 1 bis 2 mM hat. Die niedrige Kalzium-Konzentration im Nebenhoden und im Vas
deferens halt das Spermium in einem gewissen ,steady state“ Zustand (Freitas u. a. 2017).
Diese Konzentration wird grundlegend von der Ca?-ATPase aufrechterhalten, welche den
groBten Einfluss auf die intrazelluldre freie Ca2*-Konzentration hat (Dorval u. a. 2002). Im
weiblichen Genitaltrakt erhéht sich die Kalzium-Konzentration massiv, um die Hypermotiltitat
zu gewabhrleisten. Der Kalzium-Einstrom wird dort von verschiedenen Mediatoren reguliert und
ist unter anderem durch den menstruellen Zyklus kontrolliert (Freitas u.a. 2017).

Der Einstrom von Ca?*-lonen - um die Hypermotilitat aufrecht zu erhalten - wird zum grofRen
Teil durch den CatSper-Kanal vermittelt, welcher am Hauptstiick des Flagellums lokalisiert ist
und konstitutiv bei Spannungsanderungen oder pH-Abfall eréffnet wird (Ren u. a. 2001). Der
humane CatSper-Kanal wird unter anderem auch durch extrazellulares Progesteron und
Prostaglandine aktiviert (Lishko u. a. 2011).

1.7.  Sonstige Parameter

Bei der Untersuchung des Ejakulats werden aul3erdem einige andere Parameter bestimmt,
um die Fertilitat abschatzen zu kdnnen. Hierzu gehort unter anderem auch die Vitalitat der
Spermien, die Morphologie und weitere Parameter, auf die hier nicht ndher eingegangen

werden soll.

1.8. Bedeutung des Spermiogramms fir die natlrliche und kinstliche Befruchtung

Fir die naturliche Befruchtung wurden die genannten Parameter fir die Beurteilung eines
Ejakulats herangezogen. Doch immer wieder kommt es vor, dass die offensichtlichen Marker
wohl keine ausreichende Information geben, ob Spermien im Ejakulat wirklich fahig sind, eine
Eizelle zu befruchten. Hierzu musste fur die Zukunft das Wissen um die molekulare Struktur
von Spermatozoen genutzt werden, um neue Reproduktionstechniken zu unterstitzen und
neue diagnostische Marker einzuflihren. Neue Techniken, die zur Abklarung der Fertilitat von
Spermien etabliert werden, sollten zusatzlich die Indikation zur Durchfiihrung einer ICSI
prazisieren (Palermo u. a. 2017). Besteht eine ICSI-Indikation, stellt sich die Frage, wie ein
potenziell befruchtungsfahiges Spermium ohne molekulare Marker zu selektionieren ware?
Das wichtigste Werkzeug neben den offensichtlichen Kriterien wie Vitalitat, Motilitdt und
Morphologie sollten die Uberpriifung der Integritat der DNS und anderer Eigenschaften sein

(Simopoulou u. a. 2016).
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1.9.  Zellulare Marker in der Andrologie

Spermatozoen werden in der modernen Labor-Diagnostik mit verschiedenen Markern
versehen, um die Qualitat des Ejakulats besser differenzieren zu kénnen. Diese Techniken
kénnen schon makroskopisch Aufschluss Uber die Qualitdt des Ejakulates geben. Unter
anderem kdnnen diese Marker auch mit dem Lichtmikroskop oder mit dem Fluoreszenz- oder
Konfokalmikroskop detektiert und gemessen werden, um Aussagen Uber Struktur und

Funktionalitat eines Spermiums zu geben.

1.9.1. Methoden zur Markierung von Spermien

Aktuelle Methoden, welche beschadigte Spermatozoen identifizieren, basieren auf
organischen Fluorophoren, welche an zahlreiche Zelloberflichen oder im Zellinneren
gelegene Strukturen binden (Bussalleu u. a. 2005). Diese werden zur Beurteilung der DNS -
Fragmentierung oder Apoptose (Annexin-V, Sperm chromatin structure assay SCSA)
herangezogen. Zudem kann die Plasmamembranintegritat durch Lebend-Tot-Zellmarkierung
(SYBR14/Propidiumiodid) nachgewiesen werden. Die Akrosom-Reaktion wird durch
Fluorescein-konjugiertes Pisum sativum agglutinin (PSA) oder Erdnuss Agglutinin (PNA)
beurteilt. Auch fur den Nachweis mitochondrialer Aktivitat existiert mittlerweile ein
Fluoreszenz-Farbstoff, der aktives mitochondriales Membranpotenzial detektieren kann (JC-
1). Protokolle fur die genannten Stoffe sind schon seit mehr als einem Jahrzehnt etabliert und
werden in der Grundlagenforschung weitreichend eingesetzt (Feugang 2017).

Die genannten Agenzien sind ausgereiffe Methoden, um Spermatozoen durch die
Fluoreszenz- bzw. Konfokalmikroskopie oder das Durchflusszytometer zu untersuchen.
Allerdings stehen die aufwandige Aufbereitung und die Kosten hierfir momentan noch gegen
den Mehrwert an Informationen, der zu einer héheren Befruchtungsrate flihren sollte. Dies gilt
sowohl in der humanen Reproduktionsmedizin als auch in der Tierzucht (P. Sutovsky 2015).
Viele der aktuell verwendeten Methoden, welche Spermien markieren, filhren zu deren
Zerstorung bzw. haben teratogene bzw. mutagene Eigenschaften und sind hierdurch nicht fiir
in vivo Techniken zur Reproduktion geeignet (Feugang 2017).

Ein alternativer Ansatz, der in der Grundlagenforschung zunehmend an Bedeutung gewinnt,
sind fluoreszierende und/oder magnetische Nanopartikel, die eine nicht-zerstdrende
Lebendzell-Markierung erméglichen. Mesopopdse Nanopartikel kdnnen flr das Spermien-
Imaging sehr gut eingesetzt werden, da sie mit den meisten gangigen Stoffen konjugierbar
sind (Barkalina u. a. 2014). Andere Nanopartikel, wie Semiconductor quantum dots (Qdots)
reprasentieren robuste physikalische Eigenschaften wie Photostabilitit und weites
Fluoreszenz-Emissionsspektrum, welches sie zu idealen Bindungspartnern fur in vitro und in
vivo Imaging macht (Medintz u. a. 2005). Zudem verhindert die negative Ladung unspezifische
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Bindungen mit anderen Zellmembranen wahrend der Lebendzell-Bildgebung und kann durch
die Konjugation nach dem Schlissel-Schlossprinzip mit biologischen Agenzien wie

Antikdrpern gekoppelt werden (Xiao u. a. 2010).

1.10. Bildung eines Spermienreservoirs

In Saugetieren werden die Spermien in einem Spermienreservoir bis zum Zeitpunkt der
Ovulation gebunden. Dieses Reservoir wird durch die Bindung der Spermatozoen an die
Epitheloberflache der Eileiter vermittelt (Suarez 2008). Bei Bullen konnte gezeigt werden, dass
bovine Spermien mit ihrem Kopf an Zilien-tragende Zellen des Epithels der Tuben binden
(Kolle 2015). Diese Art der Bindung konnte auch in Mausen, Schweinen und Pferden gezeigt
werden (Ellington u. a. 1993; Suarez 2002; Wagner u. a. 2002). Die Spermien bleiben wahrend
der Bindung motil, das Flagellum bleibt in Bewegung. Spermien mit einer eingeschrankten
Beweglichkeit des Flagellums werden dagegen als eingeschrankt befruchtungsfahig
angesehen (Koélle u. a. 2009; S. Kdélle u. a. 2010).

Sobald das Spermium an der Oberflache des Eileiters gebunden hat, wird eine Signalkaskade
aktiviert, die zu einer Sekretion von vielen verschiedenen Signalmolekilen fuhrt (Yeste u. a.
2014). Als Folge verandert sich in Anwesenheit von Spermatozoen die Genexpression der
sekretierenden Zellen und die Zusammensetzung der Eileiterflissigkeit. /n vitro binden diese
sowohl an spezifische Regionen des Isthmus als auch an Regionen der Ampulle der Eileiter.
Im Menschen wird vor allem der Isthmus als Ort der Bildung des Spermienreservoirs
angenommen. Dies wird dadurch begriindet, dass lebende Spermien hier als erstes eintreffen
(Suarez und Pacey 2006). Die Anzahl der Spermien, welche an das Epithel binden ist bei
nativem Sperma signifikant hoher, im Vergleich zu vorher kryokonservierten Spermatozoen
und die Intensitat der Bindung variiert sowohl zwischen den unterschiedlichen Spezies, als
auch in mehreren Ejakulaten des gleichen Individuums stark (Kdlle u. a. 2010). Spermien
bleiben so lange fertil, wie sie an die Ampullen-Region oder an die Isthmus-Region des
Eileiters gebunden sind (Suarez und Pacey 2006). Die Zugabe von Agenzien in vitro, die diese
Gegebenheiten imitieren und die Co-Inkubation von Spermien und Eileiter-Epithelium in vitro
halt die Spermien langer befruchtungsfahig (Kervancioglu u. a. 1994). Allerdings wird die
Bildung des Spermienreservoirs als unerlasslich flr eine erfolgreiche Befruchtung der Eizelle
angesehen. Hierflr sprechen, dass die Schwangerschaftsrate nach Geschlechtsverkehr bis
zu 5 Tage vor Ovulation und einige Stunden danach am hdchsten ist (Manders u. a. 2015).
Die zeitlich begrenzte Adhasion der Spermien am Epithel des Eileiter soll diese nicht am an
der Bewegung hindern, sondern ihr Vorankommen im Eileiter verlangsamen bis die Eizelle
gesprungen ist (Suarez und Pacey 2006). Dieses Verlangsamen kann auch durch das zahe

muzindse Sekret des Eileiters erreicht werden. Allerdings kann tUber das Verhalten und den
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genauen Verbleib der Spermien im Eileiter noch keine zuverlassige Aussage getroffen werden,
die ein reales Model des Spermien-Transports wiedergeben. Grinde hierfur sind unter
anderem die zu grof3e Verteilung und die Anzahl der Spermien in verschiedenen untersuchten

Geweben des menschlichen Eileiters (Suarez 2008; Wilcox u. a. 1995).
1.10.1. Molekulare Grundlagen des Spermien-Eileiter Interaktion

Es existieren diverse molekulare Modelle, die die Interaktion zwischen Spermium und Eileiter
beschreiben. In einigen Sdugetiermodellen wird postuliert, dass die Lebensfahigkeit und damit
die Fertilitdt von Spermatozoen durch die Verhinderung der Kapazitation und den damit
einhergehenden Ca?*-Anstieg in der Zelle erhalten wird (Suarez und Pacey 2006). Eine
Vermutung ist, dass eine steigende Ca?*-Konzentration durch eine Katalase verhindert wird.
Diese konnte in bovinen Eileitern nachgewiesen werden und einen frihzeitigen Mangel von
Kalzium somit verhindern (Lapointe u. a. 1998).

Die Spermienmotilitat ist bei der Reservoir Bildung wie schon zuvor beschrieben ein wichtiger
Faktor fir die Passage durch den uterotubalen Ubergang. Durch den Kohlehydrat-
Mechanismus existiert ein molekulares Schliissel-Schloss-Prinzip, welches die Interaktion
zwischen Eileiter und Spermien-Membran-Proteinen vermittelt (Feugang 2017). Die Bindung
zwischen Eileiter und Spermium wird in vielen Tiermodellen als eine spezies-spezifische
Kohlehydratbindung beschrieben. Diese Reste befinden sich auf den Zilien der Eileiter, wobei
Fucose als Mediator bei Rindern (Lefebvre u. a. 1997) und Sialinsaure in Hamstern (DeMott
u. a. 1995) fungiert. Die Bindung von Pferde-Spermien im Reservoir wird durch Galactose
(Lefebvre u. a. 1995) vermittelt, die von Schweinen durch Mannose (Green u. a. 2001). Diese
Aussagen wurden getroffen, nachdem die entsprechenden Zucker eine Bindung an das

Epithel in vivo verhinderten.
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Abbildung 4: a) Humanes Epithel der Ampulle (HE geférbt), b) Model zur Bildung der Spermien-Eileiter Interaktion

4

23



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Auf der Spermatozoen-Seite spielen verschiedene Bindungsproteine eine wichtige Rolle —
etwa wie Fertilin B, Calmegin und Testis-spezifisches Angiotensin converting Enzym (ACE).
(Susan S. Suarez 2016). Das Wissen uUber die Rezeptor-Molekile, welche die
Kohlehydratreste beinhalten oder erkennen ist noch unzureichend. Annexin-Proteine A1, A2,
A4 und A5 wurden als solche bei Rinderspermien-Rezeptoren erkannt. Sie konnten auf der
Oberflache von bovinen Eileitern nachgewiesen werden und Antikorper gegen sie vermindert

die Bindung der Spermien in vitro (Ignotz u. a. 2007)

Bisher konnte keine Studie einwandfrei nachweisen, dass die humane Spermien-Eileiter
Interaktion kohlehydrat-vermittelt stattfindet. Im Jahr 2003 wurde die Aminosaure-Sequenz
Arg-Gly-Asp (RGD) identifiziert, die evtl. eine Rolle in der Bindung in der Isthmus-Region des
Ovidukts spielt, nicht jedoch in der Ampullen-Region (Reeve u. a. 2003).

1.10.2. Bedeutung fir die naturliche und kiinstliche Befruchtung

Schon 1981 wurde das Spermien-Reservoir als die Interaktion von Spermien mit dem Epithel
im weiblichen Genitaltrakt beschrieben (Hunter 1981). Es wurde vermutet, dass eine
Spermien-Interaktionen mit Epithelzellen vor einer Polyspermie-Befruchtung in vielen
verschiedenen Spezies schitzen (Harper 1973; Suarez 2002). Diese und noch einige andere
Funktionen verdeutlichen die Wichtigkeit molekular-basierte Studien durchzufihren, um die
Befruchtungsfahigkeit von Spermien besser zu verstehen bzw. potenziell neue
Therapieansatze aufzuzeigen. Im Ganzen gesehen, helfen uns optische Hilfsmittel und das
Lebend-Zell-imaging, sowie die Spermien-Markierung mit verschiedenen Marken eine Einsicht
in die Spermienverteilung und ihr Verhalten im weiblichen Genitaltrakt nach der Insemination

zu bekommen (Feugang 2017).
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2. Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich im ersten Teil mit der molekularen Untersuchung der
Spermienmotilitat und dem Einfluss von Glykolsdure auf progressive Bewegung. Zudem sollen
molekulare Mechanismen der Kalzium-Aufnahme und deren Zusammenhang mit der
Aufnahme von Glykolsaure in die Spermienzelle untersucht werden. Hierzu wurden Ejakulate
von 12 Bullen, 2 Schweinen und 11 Mannern untersucht und im Anschluss daran mit
verschiedenen Konzentrationen mit Glykolsdure inkubiert. Alle Ejakulate wurden dann in
zeitlichen Intervallen hinsichtlich der Spermienmotilitdt untersucht. Bei der Untersuchung
humaner Ejakulate wurden frische mit kryokonservierten auf die Wirkung von Glykolsaure
miteinander verglichen. Weitere Untersuchungen erfolgten, um andere Faktoren, welche
Einfluss auf die Motilitat haben kénnten zu differenzieren. Hierzu erfolgten zusatzliche
Versuchsreihen mit verschiedenen Zuckern im Medium der Spermien. Die Fragestellung war
hierbei, ob die Glykolsaure tiber Zucker-Transporter, iber Ca?*-Transporter oder tiber andere

Mechanismen in das Spermium aufgenommen wird.

Auch der Einfluss von Kalzium und dessen Abwesenheit in Bezug auf die Beweglichkeit der
Spermien  wurden untersucht. Letztlich sollte mittels Kalzium-Imaging im
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden, ob Glykolsaure einen vermehrten Kalzium-
Einstrom in den Intrazellularen Raum des Spermiums bewirkt und Gber ahnliche oder gleiche
Kanéle in die Zelle aufgenommen wird. Zur besseren graphischen Darstellung wurden einige
Proben zusatzlich mit dem Durchflusszytometer auf die Kalzium-Konzentration hin untersucht.
Um die Einwirkung des Kalzium-Kanals CatSper1 auf die Beweglichkeit zu untersuchen,
wurde primar das Protein CatSper1 mittels Westerblot in humanen und bovinen Spermien
nachgewiesen. Im Anschluss wurden die Ejakulate mit dem gleichen Versuchsaufbau mit
einem CatSper1-Blocker in verschiedenen Konzentrationen bezuglich ihrer Motilitat hin

untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Spermien-Plasmamembran der Spermien von 102
Mannern untersucht, welche sich in der andrologischen Sprechstunde im Klinikum der
Universitat Minchen aus verschiedenen diagnostischen Griinden vorstellten. Es wurde
untersucht, ob verschiedene Zucker an die Oberflache der Spermien binden und ob sich diese
in Verbindung mit den Gbrigen Spermiogramm-Parametern zu einer Vorhersage der Fertilitat
eignen. Der Hintergrund ist die Vermutung, dass die Bildung eines Spermien-Speichers im
Eileiter kohlehydrat-vermittelt ist und die Bindungseigenschaften der Spermien in molekularer
Hinsicht variieren kénnen. Hierzu wurden die Ejakulate aufbereitet und mit verschiedenen

Fluoreszenzmarken markiert. Die Intensitdt der Fluoreszenz und Anzahl der Spermien mit
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gebundenen Zuckern wurde ausgezahlt und mit den Ubrigen Spermiogramm-Parametern
verglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Aufbau und die Funktion der Plasmamembran von
Spermatozoen besser zu verstehen und diese Parameter mit der Funktionalitat und Fertilitat
von Spermien jenseits des Spermiogramms zu verknupfen. Die Kenntnis des
Glykosylierungsmusters der Spermatozoen soll die andrologische Diagnostik verbessern und

innovative Ansatze fir effektivere Behandlungsmethoden bei mannlicher Infertilitat schaffen.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Ethikvotum

Fir die Studien zur Beweglichkeit der Spermien (bovin, porcin und human) und zur
Untersuchung der Spermienplasmamembran (human) wurden der Ethikantrag 371-12 der
Ludwig-Maximilians-Universitat eingereicht und von der Ethik-Kommission bewilligt. Die
Rohrchen mit Bullenspermien wurden von der Firma swissgenetics (Schweiz) in
kryokonserviertem Zustand ohne kommerzielle Anspriiche zur Verfliigung gestellt. Frisches
Schweineejakulat wurde vom Lehrstuhl fir Molekulare Tierzucht und Biotechnologie

(Moorversuchsgut, Oberschleiltheim, Deutschland) zur Verfligung gestellt.

3.1.2. Studienpopulationen

Fir die Versuche mit Bullenspermien wurden die kryokonservierten Ejakulate (jeweils mehrere
Réhrchen pro Tier) von insgesamt 12 verschiedenen Bullen verwendet. Uber die Gewinnung
der Ejakulate ist nichts bekannt, alle Bullen wurden zu Zuchtzwecken eingesetzt. Die Ejakulate

wurden nicht nummeriert, sondern anhand des Bullennamens unterschieden.

Die porcinen Ejakulate wurden frisch durch einen Ebersprung gewonnen und 1 h nach Erhalt

direkt vor Ort aufbereitet und untersucht.

Die humanen Ejakulate wurden im andrologischen Institut der Urologischen Klinik und
Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat im Zeitraum von Februar 2016 bis Juli 2017
gewonnen. Zur Teilnahme wurden alle volljahrigen Patienten befragt, die zur Abklarung der
Fertilitdt in der Poliklinik vorstellig wurden und keine bekannte Azoospermie oder Aspermie

aufwiesen. Die Teilnahme an den Studien erfolgte freiwillig.

Bei ungenugender Ejakulatmenge oder bei der Notwendigkeit der Abklarung weiterer
Verschlussparameter wurden die Patienten von der Studie ausgeschlossen. Untersucht wurde
nur Ejakulat, welches nicht mehr fur diagnostische oder therapeutische Zwecke verwendet
wurde. Die Patientenproben wurden flr diese Studie mit einer fortlaufenden Nummer
pseudonymisiert. Die Daten zu den Patienten mit zugehodriger Nummer wurden
datenschutzgerecht und nicht einsehbar aufbewahrt. Ein Ricktritt von der Teilnahme an der
Studie war jederzeit méglich, ohne dass dem Patienten hieraus Nachteile entstanden waren.
Durch Unterschrift erklarte sich jeder Patient dazu bereit, an der Studie teilzunehmen.
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Insgesamt wurden 102 Patienten in die vorliegende Studie zur Untersuchung von
Oberflachenmarkern auf der Spermienplasmamembran eingeschlossen. Fur die Studie Gber

die Beweglichkeit mit Glykolsaure wurde frisches und kryokonserviertes humanes Ejakulat von

insgesamt 10 verschiedenen Mannern (Normozoospermie) untersucht.

3.1.3. Gerate

Artikel

Hersteller

Leica DM1000 Lichtmikroskop

Leica Microsystems; Wetzlar, GER

Leica DFC450 Kamera

Leica Microsystems; Wetzlar, GER

Counter AC-8

Karl Hecht GmbH; Sondheim, GER

Zentrifuge 5415 R

Eppendorf AG; Hamburg, GER

MiniTherm CT

VIVASCIENCE; Géttingen, GER

Heizplatte fir Eppendorff-Tubes

Peglab — Biotechnologie GmbH; Erlangen,

GER

Leica DM IRBE

Leica Microsystems; Wetzlar, GER

Pipettenset Eppendorff plus

Eppendorf; Hamburg, GER

Olympus Fluoreszenz Mikroskop

Olympus; Hamburg, GER

Olympus i8 Konfokal Mikroskop

Olympus; Hamburg, GER

Leica TCS SP5 Konfokalmikroskop

Leica Microsystems; Wetzlar, GER

FACS Calibur

Beckton Dickinson, USA

Heizplatte Histoplate

Amersham Biosciences

Wasserbad

Julabo, Seelbach, GER

XCELL Il tm blot module

Invitrogen, life technologies; Carlsbad, USA

XCELL SureLock tm electrophoresis cell

Invitrogen, life technologies; Carlsbad, USA

Electrophoresis supply — EPS 301

Amersham Biosciences

NanoDrop1000

Thermo Scientific; Braunschweig, GER
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3.1.4. Verbrauchsmaterialien

Artikel Art. Nr. Hersteller
Safe-Lock Tubes 2,0ml 3012009 Eppendorf AG; Hamburg, GER
4

Reaktionsgefalte mit Deckel, Typ RKO05 A. Hartenstein GmbH; Wdirzburg,

"SafeFit", 0,5ml natur GER

Reaktionsgefalle mit Deckel, Typ RK1G A. Hartenstein GmbH; Wdirzburg,

"EasyFit", 1,5 ml diverse Farben GER

Kimtech Prazisionswischtiicher 5511 Kimberly Clark; Reigate, USA

Deckglaser (High Precision) 24x50 mm  DH50 A. Hartenstein GmbH; Wdirzburg,
GER

100er- SliBo Objekttragerbox 733011 Biozym Scientific GmbH; Hessisch
Oldendorf, GER

Wageschalen 100 ml, 80x80x25 WAE2 A. Hartenstein GmbH; Woirzburg,
GER

Wageschalen 100 ml, 115x85x15 WAB2 A. Hartenstein GmbH; Wdrzburg,
GER

Pipettenspitzen lose, 100-1000 pl PSBI A. Hartenstein GmbH; Wirzburg,
GER

SuperFrostTM Plus J1800AM Thermo Scientific; Braunschweig,

Mikroskopobijekttrager, 75 x 25 x 1 mm NZ GER

Menzel-Glaser, Objekttrager 76x26 mm 1401683 Thermo Scientific; Braunschweig,
GER

FalconTM 15 mL Conical Tube 352096 BD Biosciences; Durham, USA

FalconTM 50 mL Conical Tube 352070 BD Biosciences; Durham, USA

Glas Pasteur Pipetten 7477 .15 Brand GmbH, Wertheim, GER

Handschuhe Vasco Basic S 6810415 Braun; Meisungen, GER

96-Well Platte F-Form MTF Hartenstein Laborversand;
Wirzburg, GER

Abdeckfolie selbstklebend OVa6 Hartenstein Laborversand;
Wiirzburg, GER

BoltTM Empty Mini Gel Cassettes NW2010 Life Technologies; Carlsbad, USA

BoltTM Empty Mini Gel Cassette NW3010 Life Technologies; Carlsbad, USA

Combs, 10-well
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Sponge Pad for XCell IITM Blotting EI9052 Life Technologies; Carlsbad, USA
Immobilon-P Transfermembran, PVDF, IPVHO00 Merck KGaA; Darmstadt, GER
0,45 pm 10

3.1.5. Chemikalien
Artikel Art. Nr. Hersteller
SpermFreeze medium 20 ml LGSF-020 Life Global, USA
Glykolsaure 124737 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Ethylene  glycol-bis(2-aminoethylether)- 3777 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
N,N,N’,N’-tetraacetic acid
CatSper Channel Blocker NCC55-0396 357400-13-6 CaymanChemical, Michigan,

USA

D(-)Fructose F3510 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
D(+)Glucose G7021 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Dako Fluorescent Mounting Medium S302380-2 Agilent Technologies;

Glostrup, DEN

Ethanol absolut EMSURE® ACS, ISO,

1.009.835.000

Merck, KGaA, Darmstadt, D

Reag. Ph. Eur.

NucBlueTM ReadyProbesTM R37605 Life Technologies; Carlsbad,
Reagent USA

NucBlueTM Fixed Cell ReadyProbesTM R37606 Life Technologies; Carlsbad,
Reagent USA

Calcium chloride dihydrate ACS reag. 223506 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
299 %

Tween-20 P1379 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
D(+)Mannose M8574 Sigma Aldrich; St. Louis, USA
Sodium chloride Reag. ACS, Reag. ISO, 31434 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Reag. Ph. Eur.

Potassium chloride, Reag. ISO, Reag. Ph. 31248 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Eur.

Sodium phosphate dibasic dihydrate 71643 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

99 % (T)
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Potassium phsophate monobasic 299 % P5655 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

(Sigma)

Magnesium chloride hexahydrate ACS M9272 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

reag. 99.0 - 102.0 %

Triton X-100 T8787 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

PFA

HEPES = 95 % (titration) H3375 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Polyvinyl alcohol 4-88 81381 Fluka Chemie GmbH, Buchs,
CH

Sodium bicarbonate ACS reag. S6014 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

JC-1 Dye (Mitochondrial Membrane T3168 Thermo Fisher Scientific,

Potential Probe) Braunschweig, D

Fluo-4, AM, cell permeant F14217 Thermo Fisher Scientific,
Braunschweig, D

Trizma® Hydrochloride T-6666 Sigma Aldrich; St. Louis, USA

Trizma® Base T-1503 Sigma Aldrich; St. Louis, USA

MagicMarkTM  XP  Western LC5603 Life Technologies; Carlsbad,

Standard USA

Acrylamid 4K - Lésung (30 %) - Mix 37,5:1  A1672 AppliChem GmbH;
Darmstadt, GER

Glycin A1067 AppliChem GmbH;
Darmstadt, GER

SDS - Lésung 20 % A0675 AppliChem GmbH;
Darmstadt, GER

SIGMAFASTTM Protease S8820 Sigma Aldrich; St. Louis, USA

Tablets

SeeBlueTM Pre-stained Protein Standard LC5625 Life Technologies; Carlsbad,

USA

Methanol, ACS, ISO, Reag. Ph. Eur.

1.310.911.214

AppliChem GmbH;
Darmstadt, GER
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3.1.6. Pufferlésungen

Puffer

Zusammensetzung

Fixierlédsung (50 ml)

2 % PFA

0,3 % Tween-20

0,2 % Triton X-100

ad Aqua dest.

PBS pH 7,4 (1000 ml)

8 g NaCl

0,2 g KCl

1,44 g Na2HPO4

0,24 g KH2PO4

ad Aqua dest.

Sperm iTALP Puffer

99 mM NaCl

3.1 mM KCI

25 mM NaHCO3

0.35 mM NaH2PO4 - H20

0.5 mM HEPES

2.0 mM CaCl2 - 2 H20

1.1 mM MgCI2 - 6 H20

0.25 - 0.5 mg/ml PVA

ad Aqua dest.

Lammli-Puffer

0,302 g Tris Base

5 ml 20% SDS

20ml Glycerol

22,3 mg Sodium phosphate decahydrate

9,2mg Sodium orthovanadate

0,5 Tbl Proteinase Inhibitor

TBST 10x pH 7,5

100ml Tris-HCI (1M) pH 8
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300ml NaCl (5M)

20ml Tween 20

ad Aqua dest.

SDS-page Laufpuffer 10x

30 g Tris Base

144 g Glycin

10 g SDS

ad Aqua dest.

Blotpuffer flir Western

Blot (1000 ml)

3,032 g Tris Base

14,4 g Glycin

200 ml Methanol

ad Aqua dest.

Loading Buffer 5x pH 6,8

2,4 ml Tris HCP (1M)

3ml 20% SDS

3ml Glycerol

1,6ml B-Mercaptoethanol

0,004% Bromphenolblau

33



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

3.1.7. Antikoérper und FITC-konjugierte Zucker

Bezeichnung Art. Nr. Hersteller

Goat anti-Rabbit 1gG (H+L) Secondary 31466 Life Technologies; Carlsbad,

Antibody, HRP USA

Anti-CatSper1 Antibody produced in rabbit  sc-393749 Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA

a-L-Fucose-PAA-fluor 03-007 GlycoTech Corporation;

Frederick, USA

a-D-Mannose-PAA-fluor 03-005 GlycoTech Corporation;
Frederick, USA

B-GIcNAc-PAA-fluor 03-009 GlycoTech Corporation;
Frederick, USA

a-D-Galactose-PAA-fluor 03-003 GlycoTech Corporation;
Frederick, USA

3.2. Methoden

3.2.1. Aufbereitung der Ejakulate

Bovin

Die Réhrchen zu je 180 ul Ejakulat wurden von der Firma swissgenetics (Schweiz) in flissigem
Stickstoff (ca. — 273 °C) eingefroren und geliefert. Fur die Aufbereitung des Ejakulates wurden
je zwei bis finf Réhrchen von je einem Bullen nach Namen sortiert und schonend bei 37 °C
im Wasserbad fur 30 Sekunden und danach bei Raumtemperatur aufgetaut. Anschlieend
wurde der Inhalt in ein Eppendorff-Gefald Uberfuhrt und bei 800 rpm fir 4 min bei 30 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in gleicher Menge Sperm iTALP
Puffer pH 7,4 resuspendiert und zur weiteren Verwendung bei 37 °C auf der Heizplatte stehen

gelassen.

Human

Die humanen Ejakulate wurden zur Kryokonservierung mit SpermFreeze Puffer nach
Herstellerangaben verdunnt und eingefroren in flussigem Stickstoff im andrologischen
Forschungslabor. Zum Auftauen wurden die Réhrchen bei Raumtemperatur in der Hand und

anschlieRend auf einem Heizblock bei 37 °C gerollt. Nach Uberfilhrung in ein Eppendorff-
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Gefall wurden die Ejakulate (frisch oder kryokonserviert) bei 30 °C bei 1000 rpm fir 4 min
zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Das Pellet wurde in Sperm iTALP pH

7,4 resuspendiert und zur weiteren Verwendung bei 37 °C auf einem Heizblock gelagert.

Porcin

Die frischen Proben wurden nach Gewinnung in ein 50 ml Falcon-Tube Uberflhrt und ihre
Konzentration mit einem Lichtmikroskop (400x) bestimmt. Im Anschluss daran wurden die
Proben stark mit Sperm iTALP Medium auf ca. 20-40 mio/ml verdiinnt. Nach Uberfiihrung in
ein Eppendorff-Gefall wurden die Ejakulate (frisch oder kryokonserviert) bei 30 °C bei 1000
rpm fir 2 min zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend verworfen. Das Pellet wurde in
Sperm iTALP pH 7,4 resuspendiert und zur weiteren Verwendung bei 37 °C auf einem

Heizblock gelagert.

3.2.2. Versuchsaufbau mit verschiedenen Puffern

Die Ejakulat Proben wurden fur die Versuche auf eine Spermienkonzentration von ca. 20
mio/ml verdiinnt, um besser zahlen zu kénnen. Die Reagenzien wurden in den angegebenen
Konzentrationen hinzugefuigt und durch eine zweite Person randomisiert. FUr die Zahlung
wurden pro Gefal 7,5 pl Probe entnommen und nach den jeweiligen Inkubationszeiten an
einem Lichtmikroskop mit 400facher VergréRerung verblindet (ohne zu wissen, welches Agens
enthalten war) ausgezahlt. Hierbei wurden die Spermatozoen nach WHO Kiassifikation in die
Gruppen A, B, C und D (Beschreibung siehe Einleitung) eingeteilt und pro Reaktionsgefal}
zweimal je 200 Zellen Uber mindestens 5 verschiedene Gesichtsfelder ausgezahlt. Es wurden

folgende Versuchsreihen angelegt:

Humane Ejakulate

Glykolséure Zucker Catsper Blocker
Kontrolle Kontrolle Kontrolle

30 mM 16 mM GA 3uM

60 mM 16 mM Glukose 10 uM

16 mM Fructose 3 yM + 60 mM GA

10 pM + 60 mM GA

Tabelle 3: Versuchsreihen mit humanen Spermien

35



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Bovine Ejakulate

Glykolséure Zucker Catsper Blocker |
Kontrolle Kontrolle Kontrolle

30 mM 16 mM GA 3uM

60 mM 16 mM Glukose 10 uM

16 mM Fructose 3 UM + 60 mM GA

10 uM + 60 mM GA

Tabelle 4: Versuchsreihen mit bovinen Ejakulaten

Porcine Ejakulate

Glykolséure

Kontrolle

3 mM

10 mM

Tabelle 5: Versuchsreihen mit porcinen Ejakulaten

3.2.3. Anfertigung von Ausstrichen

Fir die Fixierung von Ejakulat Proben und deren Vorbereitung fur die Mikroskopie wurden je
8 ul der Ejakulate (mit PBS auf ca. 20 mio/ml Spermien verdinnt) auf einen Objekttrager

gegeben und auf einer Heizplatte bei 37 °C getrocknet und anschlieRend bei -20 °C gelagert.

3.2.4. Fluoreszenz-Farbungen

Fir die Aufbereitung der Ejakulate fir die Fluoreszenz- und Konfokale Mikroskopie wurden
diese bei Raumtemperatur aufgetaut und fur 30 min in einer lichtgeschutzten Feuchtkammer
mit Fixierldsung (siehe Kapitel 2.1.6.) bedeckt. Danach wurden die Objekttrager mit PBS
einmal kurz gesplilt, bevor sie mit 1 % BSA in PBS pH 7.4 Lésung fir weitere 30 min in der
Feuchtkammer bei Raumtemperatur inkubierten. Dieser Schritt verhinderte die unspezifische
Bindung der Fluoreszenzfarbstoffe an Oberflachenproteine der Plasmamembran der

Spermien.
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Im Anschluss daran wurde die L6sung von den Objekttragern abgekippt und die Spermien fir
1 h mit Farbelésung bedeckt. Auch dieser Schritt fand lichtgeschutzt in Feuchtkammern bei

Raumtemperatur statt. Die Farbel6sung bestand aus den folgenden Agenzien.

Reagens

NucBlue®TMFixedCell 2 Tropfen
ReadyProbesTM Reagent

FITC-konjugierter Zucker 30 pg/ml
Mitotracker DeepRed® 500 nM
Aqua dest. 1000 pl

Tabelle 6: Farbelésung flir Spermien-Ausstriche

Mitotracker DeepRed® wurde nur bei einigen Kontrollproben als Farbeldésung zusatzlich
verwendet, um Mitochondrien im Mittelstlick auf dem Bild besser darstellen zu konnen. Dieser
wurde allerdings schon vor dem Trocknen der Ejakulat Probe lichtgeschitzt hinzugefligt und
fuir 30 min bei 37 °C inkubiert. Das Reagenz NucBlue® (ThermoScientific Fisher,
Braunschweig, D) enthalt den Farbstoff DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), welcher sich in die

DNS einlagert und diese so fur die Fluoreszenzmikroskopie markiert.

Nach der Inkubation mit Farbeldsung wurden die Proben dreimal mit PBS pH 7.4 gewaschen,
mit einem Tuch trocken getupft und anschlieRend mit DakoMounting Medium und einem

Deckglas bedeckt. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ImageJ®.

3.2.5. Proteinextraktion von Spermien

Kryokonservierte Ejakulate wurden vorsichtig aufgetaut (Prozedur siehe Kapitel 2.1.6.).
Anschliefend wurden die Proben mit 750 pl PBS pH 7.4 aufgefullt und fir 4.5 min bei 800 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 400 yl PBS pH 7.4
resuspendiert. AnschlieRend wurde ein zweites Mal bei 1000 rpm flir 8 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abermals verworfen und das Pellet je nach GréRe mit maximal 50 pl Lammli-
Puffer resuspendiert. Mit einem Homogenisator wurde die Losung im Anschluss daran 1 min

manuell homogenisiert, bevor die Lésung fir 2 min in ein Ultraschallbad gegeben wurde.
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AnschlieRend wurden die Lésungen flir 5 min bei 99 °C in einem Heizblock inkubiert und im
Folgenden abermals zentrifugiert fir 5 min bei 1000 rpm. Der Uberstand wurde vorsichtig
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefald Gberfihrt und die Proteinkonzentration mit einem
Nanodrop1000 gemessen. Fiur weiterflihrende Untersuchungen wurden die Proteinextrakte

bei -20 °C eingefroren.

3.2.6. SDS-PAGE und Western Blot

Far die Auftrennung der Proteine wurde eine Kassette mit Trenn- und Sammelgel hergestellt.
Far die Laufeigenschaften der aufzutrennenden Proteine wurde ein 10 %iges Acrylamid-Gel

hergestellt. Die Zusammensetzung kann aus Tabelle ... enthommen werden.

Die Kassette wurde nach Herstellerangaben in die Elektrophorese-Box ,XCELL SureLock® tm
electrophoresis cell* eingesetzt und entsprechende Puffer (Laufpuffer, siehe Kapitel 2.1.6.)
hinzugefugt. Fir die Standards wurden je 3 yl von MagicMarkTM XP Western Protein Standard
und SeeBlueTM Pre-stained Protein Standard in die erste und zweite Tasche aufgetragen. Die
Proteine wurden auf eine Menge von 25 ug pro Probe konzentriert und nach dem folgenden
Schema fur 5 min bei 95 °C inkubiert.

Reagens 20 ul
Protein-Extrakt 25 ug
Loading Buffer 5 x 4 ul

Aqua dest. Nach Bedarf

Tabelle 7: Reagenz-Zusammensetzung fiir die Auftragung auf SDS-Gel

Zum Sammeln wurde an das Gel eine Spannung von 80 V fir 30 min angelegt. Um die
Proteine aufzutrennen, wurden 120 V fir weitere 60 bis 90 min angelegt. Die Zeit wurde von

der Laufstrecke des SeeBlueTM Pre-stained Protein Standard abhangig gemacht.

Nach dem Auftrennen wurde das Gel aus der Kammer gelost und nach Herstellerangaben in
ein Blotting Modul ,XCELL Il tm blot module® zusammen mit einer PVDF 0.45 mm Membran
gegeben. Die Membran wurde zuvor aktiviert, indem sie fur 1 min in Methanol bei

Raumtemperatur inkubiert wurde. Der Puffer in der Apparatur wurde durch einen Blotting
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Puffer (siehe Kapitel 2.1.6.) ersetzt. Zum Ubertragen der Proteine auf die PVDF Membran
wurden 20 V Spannung fir 90 bis 120 min angelegt.

3.2.7. Immunostaining Anti-CatSper Antikérper

Die PVDF Membran wurde nach der Ubertragung der Proteine dreimal fiir jeweils 5 min mit
TBST Puffer pH 7.4 gewaschen. Danach wurde die Membran in 5 % Magermilch in TBST fur
1 h bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Der
CatSper-Antikérper sc-393749 (rabbit) wurde im Verhaltnis 1:400 in 5 % Magermilch in TBST
gel6st und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran abermals
dreimal fUr jeweils 5 min mit TBST gewaschen. Der zweite Antikorper Anti-rabbit HRP wurde
im Verhaltnis 1:5000 in 5 % Magermilch in TBST gel6st und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend wurde die Membran nochmals dreimal fir jeweils 5 min in TBST gewaschen.
Vor Analyse wurde die PVDF Membran lichtgeschitzt mit ECL Substrat bedeckt und direkt

danach analysiert.

3.2.8. Kalzium Imaging und Fluoreszenz-Mikroskopie

Fir den Nachweis der Kalziumaufnahme der Spermien wurden frische humane Proben
zunéchst fur 4,5 min bei 800 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Ejakulat stammte von
einem Spender mit Normozoospermie und eigenen Kindern. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet in Sperm iTALP Puffer pH 7.4 resuspendiert. Anschliel3end
wurden die Reaktionsgefalie in aufrechter Position (ca. 30° Neigung) aufgestellt und bei 37 °C
fur 30 min stehen gelassen. AnschlieRend daran wurde mit der Pipette nur Flissigkeit der
oberen zwei Drittel der Ejakulat Probe vorsichtig abgenommen und in ein neues
Reaktionsgefal® Gberfihrt (,Swim up“ der Spermien). Diese Vorgehensweise sorgte daflr,
dass nur lebende, intakte Spermien fiir anschlieRende Untersuchungen verwendet wurden.
Die Spermien wurden hierfir zunachst in zwei Gruppen eingeteilt, einmal Puffer mit BSA und
einmal Puffer ohne BSA. Die Einteilung der Versuchsgruppen kann in folgender Tabelle

eingesehen werden.
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BSA Ohne BSA

Kontrolle Kontrolle

3 uM CatSper Blocker 3 UM CatSper Blocker

30 mM GA 30 mM GA

3 uM Blocker + 30 mM GA 3 UM Blocker + 30 mM GA

Tabelle 8: Versuchsaufbau Kalzium-Imaging von humanen Spermien

Nach der Unterteilung in die verschiedenen Versuchsgruppen, wurde den Reaktionsgefallen
Fluo4AM (Konzentration 5 pg/ml) hinzugefligt und diese fir 45 min bei 37 °C inkubiert. Die
Proben wurden auf einer 96-Well Platte verteilt und die mittlere Fluoreszenz-Intensitat bei 488

nm gemessen.

Nun wurde eine Ca?*-Lésung (Endkonzentration 12 mM) zur Probe hinzugegeben und die
Probe nochmals auf Fluoreszenz in Echtzeit Uber einen Zeitraum von 2 min analysiert. Zur
Kontrolle wurden auch Ejakulat Proben ohne Kalzium aber mit entsprechenden Reagenzien

als Kontrollen analysiert. Hierzu wurde ein Fluoreszenz-Mikroskop (Olympus) verwendet.

3.2.9. FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) Analysen

Um die Ergebnisse des Kalzium-Imaging zu validieren und mitochondriale Aktivitat zu
vergleichen wurden die Ejakulat Proben (human und bovin) wie in den folgenden Kapiteln
beschrieben verarbeitet und mit Fluo4AM und JC-1 markiert. Die Proben wurden lichtgeschuitzt
transportiert und mit einem Durchflusszytometer (FACS Calibur, Beckton Dickinson) analysiert.
Die Fluoreszenz—Intensitat wurde mit einer Anregungswellenlange von 488 nm analysiert und
pro Versuchsansatz jeweils 20.000 Zellen gezahlt. Die Auswertung wurde mit dem Programm

FlowingSoftware2.0 (Turku University, Finnland) durchgefihrt.

3.2.10. Statistische Methoden

Soweit nicht anders angegeben wurden die Analysen mit dem von GraphPad entwickeltem
Programm Prism9™ durchgefuhrt. Fir die Analysen wurden fir direkte Vergleiche gepaarte t-

Tests verwendet, wenn von einer Standardnormalverteilung ausgegangen werden konnte.
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Zusatzlich wurde fir die Gruppen mit zeitlichem Verlauf und verschiedenen Gruppe ein
doppelseitiger ANOVA-Test durchgefiihrt.
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4. Ergebnisse

Bei allen folgenden Versuchsreihen bezieht sich der Zeitpunkt t = 0 auf die direkte Messung
der Versuchsprobe nach Zugabe des Agens. Diese Messung variierte - bezogen auf die Zeit,

die fur die Messung benétigt wurde - zwischen 10 s und 5 min.

4.1. Allgemeine Motilitatsbestimmung humaner (n=10), boviner (n=10) und porciner
(n=2) Spermien

o]
o
|

Hl Humane Spermien (Frisch)

E= Humane Spermien
(Kryokonserviert)

(=23
o
1

E&E Bovine Spermien
(Kryokonserviert)

=3 Porcine Spermien (Frisch)

N
o
1

o
|

Anteil progressiv-motiler Spermien (%)
H
o
1

Zeit (min)

Abbildung 5: Allgemeine Motilitdtsbestimmung humaner (n=10), boviner (n=10) und porciner (n=2) Spermien am
Beginn der Untersuchung und nach 30 Minuten

Die allgemeine Motilitdtsbestimmung zeigt, dass der prozentuale Anteil der Spermien mit A
und B Beweglichkeit verschieden zwischen den verschiedenen Spezies als auch abhangig
von der Frische oder Kryokonservierung ist. Frische humane Proben weisen in unseren
Versuchen eine Vorwartsbeweglichkeit von 16.7 £ 3.0 % auf, wahrend bei kryokonservierten
humanen Proben eine Beweglichkeitsrate von 7.5 + 2.4 % erreicht wurde. Beide humanen
Gruppen zeigen einen Trend zur Verbesserung der vorwarts beweglichen Spermien auf 22.7
+ 3.4 % bei den frischen und 8.8 + 2.4 % bei den kryokonservierten Proben nach Adaptierung

an die Pufferbedingungen.

Bovine Samenproben zeigen hingegen nach Auftauen 32.7 £ 3.7 % vorwarts bewegliche
Spermatozoen, diese Vorwartsbeweglichkeit fallt schon nach 30 min wieder ab auf 23.2 +

4.0 %. Es konnten nur 2 porcine Proben gewonnen werden, deren Qualitat variierte stark.
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4.2. Spermien-Motilitat mit Glykolsaure

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuche mit verschiedenen Konzentrationen von
Glykolsaure dargestellt. Die Daten beziehen sich auf einen experimentellen Zeitrahmen von

90 min.

4.21.

Human frisch (n = 10)
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Abbildung 6: Motilitat frischer humaner Samenproben (n=10) unter dem Einfluss von 30mM und 60 mM
Glykolsédure
Zeit (min) Reagenz n Kontrolle Behandelt p
0 30 mM GA 10 1 1.53+0.19 0.02
60 mM GA 10 1 2.03+£0.29 0.0056
30 30 mM GA 10 1.45+0.10 1.88 £0.25 0.057
60 mM GA 10 1.45+0.10 2.03+£0.32 0.04
60 30 mM GA 10 1.40+£0.13 1.65+0.23 n.s.
60 mM GA 10 1.40+0.13 1.93+0.27 0.038
90 30 mM GA 10 1.30+£0.14 1.57 £0.22 n.s.
60 mM GA 10 1.30£0.14 1.63 £0.26 n.s.
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Die Daten der Versuchsreihe von humanen Spermien mit verschiedenen Konzentrationen von
Glykolsaure zeigen Variabilitat in der Motilitat. In unserem Experiment konnten wir beobachten,
dass die A und B Motilitdt zusammengefasst bei den Spermien mit 60 mM Glykolsdure
signifikant ansteigt im Vergleich zur Kontrollgruppe (Faktor 2.03 £ 0.42) gleich nach Zugabe
des Agens (** p<0.001) und auch nach 30 min (2.03 + 0.49, * p<0.05) und 60 min (1.92 + 0.19,
* p<0.05). Auch schon mit 30 mM Glykolsaure konnten wir gleich nach Zugabe einen Anstieg
der Motilitat (1.53 = 0.28) beobachten (* p<0.05). Gleichzeitig sehen wir, dass der Trend der
anhaltend hohen Motilitdt scheinbar bis 90 min nach Versuchsstart anhalt, die hier
gewonnenen Werte allerdings nicht ausreichen, um eine validierte Aussage hieruber treffen
zu kénnen. Interessant ist der Anstieg der Motilitdt der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt 30 min.

Danach fallt die Gesamt-Motilitat der humanen Spermien ab, je weiter die Zeit voranschreitet.

4.2.2. Human kryokonserviert (n = 9)
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Abbildung 7: Motilitét kryokonservierter humaner Samenproben (n=9) unter dem Einfluss von Glykolséure

44



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Zeit (min) Reagenz n Kontrolle Behandelt p

0 30 mM GA 9 1 1.33+0.18 0.02
60 mM GA 9 1 1.71+£0.35 0.0056

30 30 mM GA 9 1.29+0.18 1.45+0.15 0.057
60 mM GA 9 1.29+0.18 1.66 £ 0.35 0.04

60 30 mM GA 9 1.16 £ 0.21 1.47 £0.21 n.s.
60 mM GA 9 1.16 £ 0.21 1.54 +0.35 0.038

90 30 mM GA 9 0.85+0.16 1.18 £ 0.26 n.s.
60 mM GA 9 0.85+0.16 1.18 £ 0.30 n.s.

Tabelle 10: Statische Auswertung der Motilitat kryokonservierter humaner Samenproben

In der Versuchsreihe nach Auftauen kryokonservierter Spermien konnte bei keiner der
Versuchsreihen ein signifikanter Anstieg der A und B Motilitdt nach Zugabe von Glykolsaure
beobachtet werden. Ein Trend hier scheint erkennbar, doch konnte dieser mit statistischen
Tests nicht verifiziert werden. Auch hier zeigt sich, dass die Gesamt-Motilitat der Spermien
nach 30 min in der Kontrollgruppe anzusteigen scheint, um danach wieder mit der Zeit

abzufallen.
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1.1.  Bovin kryokonserviert (n=10)
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Abbildung 8: Motilitét von kryokonservierten bovinen Samenproben (n=10) unter dem Einfluss von Glykolséure

Zeit (min) Reagenz n Kontrolle Behandelt p

0 30 mM GA 10 1 1.26 + 0.07 0.0062
60 mM GA 10 1 1.24 £ 0.09 0.022

30 30 mM GA 10 0.69 + 0.06 1.14 £ 0.08 0.0002
60 mM GA 10 0.69 + 0.06 1.26 +0.12 0.0003

60 30 mM GA 10 0.54 +0.07 1.03 £ 0.08 0.0002
60 mM GA 10 0.54 +0.07 1.19+£0.10 <0.0001

90 30 mM GA 10 0.47 £ 0.05 1.02 £ 0.07 <0.0001
60 mM GA 10 0.47 £ 0.05 1.06 £ 0.11 <0.0001

Tabelle 11: Statistische Auswertung der Motilitét kryokonservierter boviner Samenproben

Betrachtet man die Ergebnisse der Versuchsreihen von kryokonservierten bovinen mit 30 mM
und 60 mM Glykolsdure, so kann man durch alle Versuche hindurch einen signifikanten
Anstieg der A und B Motilitdt der Spermien erkennen. Zum Zeitpunkt 0 nach direkter Zugabe
des Agens lasst sich ein signifikanter Anstieg des Anteils der beweglichen Spermien mit 30
mM (1.24 £ 0.10) und 60 mM (1.25 £ 0.13) Glykolsdure-Zugabe beobachten. Nach 30, 60 und

90 min ist dieser Effekt im Vergleich zur Kontrolle sogar noch pragnanter. Hier kann man
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Verbesserungen der A und B Motilitdit um den Faktor (1.14 £ 0.12) bei 30 mM und (1.26 +
0.17) bei 60 mM erkennen. Selbst nach 60 bzw. nach 90 min sind die Samenproben mit
Glykolsaure 30 mM (1.03 £ 0.12 und 1.02 £ 0.10) und 60 mM (1.19 £ 0.15 und 1.06 + 0.15)
bezuglich der Motilitat noch auf dem Niveau oder sogar Uber dem Wert der Kontrollprobe zum
Zeitpunkt 0. Verglichen mit dem Ausgangswert der Kontrolle konnte in diesem Experiment
gezeigt werden, dass alle mit Glykolsaure 30 mM und 60 mM behandelten Samenproben
einen signifikanten Anstieg des Anteils der A und B Gruppe beweglicher Spermien aufwiesen.
(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, *p<0.033)

4.2.3. Porcin frisch (n=1)
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Abbildung 9: Motilitét von frischen porcinen Samenproben (n=1) unter dem Einfluss von Glykolsé&ure

Bei den Schweineversuchen gestaltete sich das Setup der Versuche schwierig und so konnte
nur eine Probe analysiert werden. Vorversuche zeigten, dass porcine Spermien bei der
Zugabe von 60 mM stark an Motilitat verloren. Deshalb wurde der Versuche nochmals mit
geringeren Dosen (3 mM, 10 mM und 30 mM) Glykolsaure wiederholt. Da die Zeit limitiert war
konnte der Versuch nur bis 30 min aufgezeigt werden. Es zeigt sich ein leichter Trend zur
Besserung der Motilitat nach 30 min bei 30 mM Glykolsaure-Zugabe. Allerdings kann bei n=1
keine genaue Aussage Uber die Wirkung von Glykolsdure auf Schweinespermien getroffen

werden.
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4.3. Versuche mit Kalzium-Kanal Blocker (CatSper1-Blocker)

4.3.1. Human kryokonserviert (n=10)
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Abbildung 10: Motilitat von kryokonservierten humanen Spermien (n=10) unter Einfluss von CatSper-Blocker und
Glykolséure

EODEN

Bei den Versuchen mit humanen kryokonservierten Spermien mit dem Kalzium-Kanalblocker
(CatSper1-Blocker) NNC- konnten folgende Ergebnisse beobachtet werden. Bei Zugabe von
10 uM Blocker konnte Uber alle gemessenen Zeitpunkte hinweg ein signifikanter Abfall der A
und B Motilitat der Samenproben gezahlt werden. Zum Zeitpunkt O war der Abfall schon ca.
40 %. (0.64 + 0.15, *p < 0.05). Auch wahrend des Experiments blieb die Beweglichkeit der
Spermien mit 10 uM eingeschrankt (0.31 £ 0.15 **p < 0.01, 0.21 £ 0.13 **p < 0.001, 0.05
0.03 ** p < 0.0001). Beim Vergleich der anderen Gruppen konnte kein signifikanter
Unterschied in der A und B Motilitdt festgestellt werden. Nur nach 60 min konnte eine
signifikante Besserung der Gruppe 10 uM Blocker + GA im Vergleich zur Gruppe 10 M
Blocker beobachtet werden (0.21 + 0.13 zu 0.84 + 0.36 *p < 0.05). Es konnte festgestellt
werden, dass die Proben mit Glykolsaure und Blocker keine signifikant bessere oder

schlechtere Motilitat aufwiesen als die Proben mit Blocker allein.

48



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Zeit (min) Reagenz n Kontrolle Behandelt p
0 3 uM Blocker 10 1 1.27 £ 0.34
10 uM Blocker 10 1 0.64 £0.15

3 M Blocker + 30 MM GA 10 1.27 £0.34 3.19+1.36 0.19

10 uM Blocker + 30 MM GA 10  0.64 £0.15 1.65 + 0.46 0.05

30 3 uM Blocker 10 1.44+0.34 1.16 +0.38
10 uM Blocker 10 1.44+0.34 0.31+0.15
3 M Blocker +30 MM GA 10 1.16 £0.38 2.63 +0.91 0.15

10 uM Blocker + 30 MM GA 10 0.31x0.15 0.79+0.28 0.14

60 3 uM Blocker 10 1.38+0.41 0.87 +£0.34
10 uM Blocker 10 1.38+0.41 0.21+0.13
3 M Blocker + 30 MM GA 10  0.87 £0.34 2.01x0.75 0.18

10 uM Blocker + 30 MM GA 10  0.21+0.13 0.84 +0.36 0.11

90 3 uM Blocker 10 0.97+0.18 0.76 £ 0.42
10 uM Blocker 10 097+0.18 0.047 +£0.03
3 uM Blocker + 30 MM GA 10 0.76 £ 042 0.91+0.29 0.77

10 uM Blocker + 30 MM GA 10 0.047 £0.03 0.60+042 0.21

Tabelle 12: Statistische Auswertung der Motilitét kryokonservierter humaner Samenproben mit Kalzium-Kanal-
Blocker und Glykolséure
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4.3.2. Bovin kryokonserviert (n=7)
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Abbildung 11: Motilitdt von kryokonservierten bovinen Samenproben (n=7) unter dem Einfluss von CatSper-
Blocker und Glykolsdure

Bei der Versuchsreihe von kryokonservierten Bullen-Samenproben mit 60 mM Glykolsaure
und verschiedenen CatSper1-Blocker Konzentrationen konnten wir feststellen, dass der
Blocker einen geringen Einfluss auf die A und B Motilitit der Spermien besitzt. Nur nach
direkter Zugabe konnte eine signifikante Abnahme der Motilitdt bei 3 yM und 10 uM
Konzentration festgestellt werden (0.78 £ 0.07 *p < 0.05, 0.62 + 0.13 *p < 0.05). Indes wird die
A und B Motilitat unter Glykolsaure-Einfluss nicht vom Blocker beeintrachtigt. Vergleich man
die Proben mit und ohne Glykolsaure kann man feststellen, dass die Motilitat Gber 90 min
hinweg konstant hoch bleibt (1.43 £ 0.17 **p < 0.01 und 1.42 £ 0.19 **p < 0.01) wie im Versuch
ohne Blocker. Auch hier sehen wir in der Kontrollgruppe eine konsequente Abnahme der A
und B Motilitdt im Verlauf des Experiments (0.46 + 0.17 Beweglichkeit nach 90 min).
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Zeit (min) Reagenz n Kontrolle Behandelt p

0 3 UM Blocker 7 1 0.78 £ 0.07
10 uM Blocker 7 1 0.62+0.13

3 uM Blocker+30 MM GA 7 0.78+0.07 14310.17 0.046

10 uM Blocker+30mM GA 7 0.62+0.13 142+0.19 0.0042
30 3 uM Blocker 7 063+0.13 0.62+0.12
10 uM Blocker 7 063+0.13 0.48+0.17

3 uM Blocker+30mM GA 7 062+0.12 1.25%0.20 0.018

10 uM Blocker + 30mM GA 7 048+0.17 1461024 0.0052
60 3 uM Blocker 7 054+016 0.47+0.20
10 uM Blocker 7 054+016 045021

3 uM Blocker+30 MM GA 7 047020 1.1410.19 0.026

10 uM Blocker+ 30mM GA 7 045+021 1.38+0.26 0.0163
90 3 uM Blocker 7 046+0.18 0.51+0.22
10 uM Blocker 7 046+0.18 044021

3 uM Blocker+30mM GA 7 0511022 1.15%0.20 0.049

10 uM Blocker + 30mM GA 7 044+021 1341028 0.024

Tabelle 13: Statistische Auswertung der Motilitdt kryokonservierter boviner Samenproben mit Calcium-Kanal-

Blocker und Glykolséure
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4.4. Einfluss von verschiedenen Zuckern im Seminalplasma (human, frisch n = 2)
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Abbildung 12: Einfluss verschiedener Zucker im Seminalplasma von humanen Samenproben auf die Motilitat
(n=2)

Beim Vergleich mit verschiedenen Zuckerzusatzen zum Seminalplasma unter
Bericksichtigung der natlrlich vorkommenden Zucker-Konzentration konnten wir keinen
signifikanten Unterschied der A + B Motilitdt zwischen der Kontrollgruppe mit standardisiertem

Puffer und den anderen Gruppen mit verschiedenen Zuckerzusatzen feststellen.
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4.5. Nachweis der Aufnahme von Kalzium in Spermien mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie (Kalzium-Imaging) n = 8

Abbildung 13: Calcium-Imaging (2 Kanal: Fluo4AM griin, 488 nm und lichtmikroskopische Aufnahme), (*)
Spermium ohne Calcium-Aufnahme, (#) Spermium mit Calcium-Aufnahme

Bei der Uberlagerung von Lichtmikroskopischen Aufnahmen und Fluoreszenz-Kanal kann
man einzelne intakte Spermatozoen gut erkennen. Ein gewisser prozentualer Anteil weist eine
starke Fluoreszenz (hier in griin dargestellt bei 488 nm Laser) auf. Diese intakten (Kopf,
Mittelstlick und Flagellum als Kriterium) Spermatozoen wurden manuell gezahit. Eine Kontrolle

ohne Fluo4AM wies keine Fluoreszenz auf.
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Normierte Fluoreszenz-Intensitat

Abbildung 14: Anteil an Spermien mit aktivem Calcium-Einstrom nach Markierung mit Fluo4AM und Fluoreszenz-
Intensitét der Samenproben in Abhéngigkeit von CatSper-Blocker und Glykolsdure

In diesem Versuch wurde der Einstrom von CaZ?*-lonen (Fluo4-AM markiert) in die
Spermatozoen untersucht. In den Versuchsreihen wurde die Fluoreszenz-Intensitat maschinell
gemessen, im Anschluss daran wurden die Spermien manuell nach Fluoreszenz ausgezahlt.
Es konnte kein signifikanter erhéhter Einstrom von Kalzium (siehe Fluoreszenz-Intensitat)
durch die Zugabe eines zusatzlichen Agens gemessen werden. Die Anzahl an Spermien,
welche Uberhaupt einen Kalzium-Einstrom hatten, wies keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontrolle und den Versuchsgruppen auf. Es konnte nur ein Unterschied
zwischen der Gruppe Blocker und Blocker mit Glykolsaure beim Kalzium-Einstrom (49.7 £ 5.6
vs. 62.1 £6.4 % **p < 0.01).
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4.6. Mitochondriale Aktivitat mit Glykolsdure (human)

4.6.1. Auswertung mit Flowing Software
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Abbildung 15: FACS-Auswertung mit Dotplot der Spermien und JC-1 red Fluoreszenz

Da nur die Fluoreszenz von intakten Spermien untersucht werden sollte, wurde die gesamte
Probe zunachst nach Volumen (FSC) und Granularitdt (SSC) untersucht. Im Folgenden
wurden dann die Zellen, deren Werte ganzer Spermatozoen entsprechen markiert und deren
Fluoreszenz gemessen. Diese Population wurde dann auf Fluoreszenz (590 nm Emission) hin
untersucht. Fur die Kontrollgruppe wurde ein Fluoreszenz-Treshold festgesetzt. Dieser wurde
als Referenz fiir nachfolgende Versuchsreihen verwendet. Die prozentuale Menge an Events

uber und unter dem Treshold wurde fur die mitochondriale Fluoreszenz gezahit.

4.6.2. Mitochondriale Aktivitat (n=10)

Betrachtet man die mitochondriale Aktivitdt der Spermatozoen, so konnten wir in unseren
Experimenten keinen Anstieg der Aktivitat beobachten. Man kann erkennen, dass die Anzahl
der Spermien mit aktivem Mitochondrium langsam, aber stetig Uber die Zeit abnimmt. Zum
Zeitpunkt nach 90 min haben noch ca. 70 % der Spermien ein aktives Mitochondrium (0.70 +

0.19). Glykolsaure scheint hier keinen Einfluss zu haben.
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Abbildung 16: Mitochondriale Aktivitdt von humanen Samenproben (n=10) unter Einfluss von Glykolséure

4.7. CatSper1-Immunhistochemie
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Abbildung 17: Westernblot-Membran mit ESBL markiert. Anti-CatSper1-Antikérper 1:5000, CatSper1 human (*)
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Auf dem Westernblot-Gel ist zu erkennen, dass die humanen Protein-Extrakte jeweils eine
Bande zwischen 70 kDa und 100 kDa zeigen. Dies wirde mit dem tatsachlichen Gewicht des
CatSper1 Proteins (90.1 kDa) korrelieren. Die beiden bovinen Proteinextrakte zeigen keine
Banden in diesem Bereich, jedoch kénnen Banden zwischen 5 kDa und 10 kDa in beiden
Proben beobachtet werden. Bei den humanen Proben sind bei Human 2 weitere Banden im

Bereich zwischen 30 kDa und 50 kDa zu erkennen.

56



Error! Use the Home tab to apply Uberschrift 1 to the text that you want to appear here.

Da der Marker im fluoreszierenden Bereich nicht richtig zu erkennen war, wurden das
Fluoreszenz-Bild und ein Lichtmikroskopisches Bild tUberlagert, um die Grof3e der gewonnenen

Proteinextrakte abschatzen zu kobnnen.

4.8. Zusammenhang von Samenparametern und Fertilitat

In unserer untersuchten Population konnten wir sehen, dass bezulglich der Samenparameter
und der Angabe des unerflllten Kinderwunsches kein signifikanter Unterschied zwischen
Mannern mit Kinderwunsch und Vatern erkennbar war. Es konnten sowohl in der
Vergleichsgruppe (Manner mit Kindern n = 20) als auch in der Studiengruppe von Mannern
mit Kinderwunsch (n = 38) pathologische Spermiogramme — also nicht den WHO-Kriterien

entsprechend — gefunden werden.
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Abbildung 18: Vergleich verschiedener Parameter der Spermiogramme von Kinderwunsch-Patienten und
Patienten mit eigenen Kindern
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4.9. Farbung von Spermien mit verschiedenen fluoreszenzmarkierten Zuckern

Die Spermien wurden nach Ausstrich mit DAPI (hier in blau) Mitotracker DeepRed (hier in rot)
und einem FITC-konjugiertem Zucker (hier in grin dargestellt) markiert. Zellen wurden 2 mal
200 in mindestens vier verschiedenen Gesichtsfeldern ausgezahlt, wobei nur intakte Spermien
gezahlt wurden. Kontrollen ohne FITC-konjugierte Zucker wurden ebenfalls durchgefiihrt, um
Autofluoreszenz auszuschlieRen. An der Studie konnten 103 Samenproben von Mannern

gewonnen werden. Die Tabelle mit den Studiendaten ist dem Anhang zu entnehmen.

Abbildung 19: Zuckerbindung von humanen Spermien. Konfokale Laser Mikroskopie 400x. DAPI (blau), Zucker-
Reste FITC-markiert (griin), Mitotracker DeepRed (rot), (*) Akrosomale Region mit Zuckerbindung
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Abbildung 20: Vergleich der Zuckerbindung humaner Spermien in Abhéngigkeit pathologischer Spermiogramm-

Parameter
Reagenz Normo . Astheno. Oligo . p
zoospermie zoospermie zoospermie
Sialinsdure  0.09 £ 0.01 47 0.13+0.04 10 0.157
0.09 £+ 0.01 47 0.31+£0.07 <0.0001
Mannose  0.085 £ 0.01 46 0.18+0.04 10 <0.0001
0.085 + 0.01 46 0.29 £ 0.04 <0.0001
Fucose 0.15+0.03 20 0.19+0.03 5 0.22
0.15+0.03 20 0.29 £ 0.08 0.014

Tabelle 14: Statistische Auswertung der Zuckerbindung in Abhéngigkeit von Samenparametern

Die Anzahl der Spermien, welche Zucker gebunden hatten, variierte zwischen den einzelnen

Gruppen stark. Die Zahlen Uber den Fehlerbalken weisen auf die Gré3en der Gruppen hin. Es

kann ein signifikanter Anstieg der Spermien mit gebundenem Sialinsaure-Rest bei den

Samenproben mit Asthenozoospermie nachgewiesen werden (0.09 + 0.01 vs. 0.33 + 0.06

****p < 0.0001) wobei der Anstieg der gebundenen Zuckerfraktion fur die Oligozoospermie-

Proben nicht signifikant war.
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Fir die Spermienproben mit gebundener Mannose kann sowohl in der Asthenozoopermie-
Gruppe (0.08 £ 0.01 vs. 0.29 + 0.04 ****p < 0.0001) als auch in der Oligozoospermie-Gruppe
(0.08 + 0.01 vs. 0.18 £ 0.04 ****p < 0.0001) ein hoherer Anteil an Spermatozoen mit

gebundenem Mannose-Rest gezahlt werden.

Auch die Anzahl an Spermien mit gebundenem Fucose-Rest ist in der Asthenozoospermie-
Gruppe signifikant héher im Vergleich zur Normozoospermie-Gruppe (0.15 + 0.03 vs. 0.28 £
0.08 *p < 0.05).

4.9.2. Zusammenhang mit Fertilitdt und Kinderwunsch

Beim Vergleich der Samenproben von Mannern die nachweislich schon ein Kind gezeugt
hatten im Vergleich zu Proben von Mannern mit Kinderwunsch zeigte sich, dass bei der Anzahl
der Spermien mit gebundenem Sialinsdure-Rest (0.15 £ 0.03 vs. 0.08 £ 0.02 *p < 0.05) und
gebundenem Mannose-Rest (0.18 £ 0.03 vs. 0.12 £ 0.2 *p < 0.05) ein héherer Anteil bei den
Proben von Mannern mit gezeugten Kindern als bei den Mannern mit Kinderwunsch zu
beobachten war. Bei den untersuchten Proben mit Fucose-Reste konnte kein signifikanter
Anstieg beobachtet werden. Die Zahlen Uber den Fehlerbalken weisen auf die Anzahl

untersuchter Proben in der jeweiligen Gruppe hin.
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Abbildung 21: Anzahl gebundener Zucker bei humanen Spermien in Abhéngigkeit von Fertilitédt und Kinderwunsch
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Reagenz Kinder gezeugt n  Kinderwunsch n p

Sialinsaure 0.15+0.03 17 0.08 £0.02 32 0.023

Mannose 0.18 £0.02 19 0.12+0.02 35 0.022

Fucose 0.17 +0.06 4 0.16 +0.03 23 0.800

Tabelle 15: Statistische Auswertung der Zuckerbindung in Abh&dngigkeit von Kinderwunsch
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5. Diskussion

5.1. Bedeutung der Motilitat von Spermien mit und ohne Kryokonservierung fir die
kinstliche Befruchtung

Die Kryokonservierung von Spermatozoen dient zur Erhaltung der mannlichen Fertilitat.
Sowohl reife als auch unreife Spermien aus dem Ejakulat, operativ gewonnen aus dem
Nebenhoden oder aus dem Hodengewebe kénnen eingefroren werden, um so fir eine
ausreichende Zahl an vitalen Spermien zum Zeitpunkt der kunstlichen Befruchtung zur
Verfugung zu stehen. Abhangig von der Qualitédt der Spermien kdnnen diese nach dem
Auftauen fur verschiedene artifizielle Reproduktionstechniken zur Verfugung stehen (ART)
(Nijs und Ombelet 2001). Hierfur sollte eine ausreichende Zahl an vitalen Spermien nach
Auftauen ausreichend sein. Bei Parametern unter diesen Grenzwerten kann ein einzelnes
kryokonserviertes Spermium auch gepickt werden, um eine ICSlI zu versuchen

(intrazytoplasmatische Spermien-Injektion) (Nijs und Ombelet 2000).

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Motilitait von humanen Spermien nach
Kryokonservierung stark nachlasst (bis zu 80% der Spermien kénnen beim Einfrieren oder
Auftauen nachhaltig geschadigt werden). Dies ist auf verschiedene Einflisse und
Mechanismen zurlickzufiihren. Der Schaden nach Kryokonservierung ist vor allem durch den
Phasenwechsel des enthaltenen Wassers beim Einfriervorgang zu erklaren. Dieser
Mechanismus flhrt zu einer osmotischen Ruptur durch intra- oder extrazellulare
Eisformationen (Tao u. a. 2020). Permeable Agenzien wie Glycerol dehydrieren die Zelle und
ersetzen die Wassermolekile. Nicht-permeable Agenzien wie Sucrose oder andere
Zuckermolekile erhohen die Osmolaritat und verhindern so Zellschanden durch Schwellung
wahrend des Dehydrierungsprozesses. Proteine, Aminosduren und andere permeable
Molekile stabilisieren die Zellorganellen. Sie mussen beim Auftauen dann wieder entfernt
werden (Nijs und Ombelet 2001). Die Lebensfahigkeit von Zellen hangt aul3erdem stark von
der Integritat der Plasmamembran und den intrazellular gelegenen Zellorganellen ab (Jang
u.a.2017).

In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass die aufgetauten Spermienproben eine
geringere Motilitdt aufwiesen als frisch ejakulierte Spermien (Palomar u. a. 2018). In weiteren
Studien wurde diese Beobachtung bestatigt. Es zeigte sich eine Verringerung der Motilitat
zwischen 25-75%, sowohl in Proben von normozoospermen Patienten als auch bei Mannern
mit leicht bis schwer ausgepragtem OAT Syndrom (Esteves u. a. 2000; Hammadeh u. a. 1999).
Andere Studien belegen, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen der Anfalligkeit von

Gefrierschaden und der Qualitdt der Samenprobe besteht. Zudem wird vermutet, dass
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epididymale und testikuldre Spermien anfalliger flir Schaden durch den Prozess der

Kryokonservierung sind, als frisch ejakulierte Spermatozoen (Nijs und Ombelet 2000).

Ein Faktor, welcher die Motilitatsraten bei der Praparation und Kryokonservierung von
humanen Spermatozoen erhéht, ist das Swim-Up Prozedere. Wie bei den Versuchen fir die
Aufnahme von Kalzium mittels Kalzium Imaging werden hierbei Spermienproben fiir eine
gewisse Zeit (ca. 30 min) stehen gelassen, um dann in den oberen zwei Dritteln der Probe
motile Spermien zu gewinnen. Studien zeigen, dass die Qualitat und vor allem die Motilitat von
Spermienproben zunimmt, wenn diese vor dem Einfrieren einer Swim-Up Prozedur

unterzogen wurden (Petyim u. a. 2014; Esteves u. a. 2000).

Die Kryokonservierung von Spermatozoen wird als die wirkungsvollste Methode zum
Fertilitatserhalt angesehen. Vor allem flr Manner die sich einer fertilitdtstoxischen Therapie
(wie z. B. einer Chemotherapie) unterziehen mussen, Mannern mit einem schweren OAT-
Syndrom oder bei Vorliegen einer Ejakulationsstérung (Tao u.a. 2020) ist eine

Kryokonservierung essentiell.

5.2. Bedeutung der Motilitat von Spermien nach Kryokonservierung bei der Tierzucht
im Vergleich zu humaner Spermienqualitat

In den vorliegenden Versuchen konnte ich zeigen, dass sich humane Spermien nicht mit
bovinen oder porcinen Spermien vergleichen lassen. Die Indikation fir die Kryokonservierung
von Spermien weicht beim Menschen stark von der im Tierreich ab. Bei den Rindern und
Schweinen werden die Ejakulate vor allem zu kommerziellen Zwecken wie der effizienten
Selektion von Spermien fur Zuchtprogramme eingesetzt (Tao u. a. 2020). Somit werden in der
Regel qualitativ hochwertige Spermien kryokonserviert. Der Grund hierfir ist vor allem, dass
Rinder und Schweine, deren Samenproben nicht ausreichend Qualitat besitzen, zur Zucht
ausgeschlossen werden und so nur die ,potentesten” Bullen und Eber fir Nachkommen zum
Einsatz kommen. Dies ist in der Humanmedizin anders. In der Regel liegen beim
Kinderwunschpatienten eingeschrankte Qualitaten vor, eine Schwangerschaft wurde bis zum

Einfrieren meist nicht erreicht.

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass humane Spermien bei weitem nicht die Werte
fur Motilitat, Morphologie und Anzahl erreichen, wie Spermatozoen in bovinen oder porcinen
Proben. Dies war sowohl bei den frischen Proben als auch bei den kryokonservierten der Fall.
In den letzten 70 Jahren hat die Samenqualitat in Bezug auf Anzahl, Motilitdt und Morphologie

der Spermien selbst in fertlen Mannern stark abgenommen (Cooper u. a. 2010). Grinde
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hierfur sind vielfaltig und werden unter anderem auf spezifische chronische Erkrankungen
(Lehtihet und Hylander 2015; La Vignera u. a. 2012) zuriickgefiihrt. Auch Anderungen des
Lebensstils wie Rauchen (Harlev u. a. 2015), Alkohol (Muthusami und Chinnaswamy 2005),
Fettleibigkeit (MacDonald u. a. 2010), sozialer Stress (Gollenberg u. a. 2010), Kontakt mit
polyzyklischen aromatischen Carbonsauren oder Schwermetallen, zusammen mit einer
Zunahme von Umweltschaden/Luftverschmutzung (Deng u. a. 2016) kénnten Griinde fir eine

sinkende Anzahl und Beweglichkeit von Spermien sein.

5.2.1. Allgemeine Motilitatsbestimmung humaner, boviner und porciner Spermien

In unseren Experimenten mit Samenproben verschiedener Spezies konnten wir feststellen,
wie unterschiedlich die einzelnen Proben und wie speziesspezifisch die Motilitat war. Da in
unseren Versuchen die Motilitdt die wichtigste Rolle spielte, wurden Parameter wie
Morphologie und Vitalitat, sowie durchschnittliche Anzahl von Spermien nicht bertcksichtigt.
Die allgemeine Motilitdt der frischen humanen Proben wiesen im Schnitt eine deutlich
geringere Motilitdt auf als noch im andrologischen Labor gezahlt (Einschrankungen der
Motilitdt um bis zu 10%). Ein Grund hierfur kénnte der Transport ins Labor sein. Auch die
Studienpopulation kénnte hier eine Rolle spielen. Es wurden alle Manner in die Studie mit
eingeschlossen die keine Azoospermie aufwiesen. Viele dieser Patienten kamen unter
anderem wegen ungeklarter Kinderlosigkeit in die Klinik. Deshalb waren zahlreiche Ejakulate
mit der Diagnose Asthenozoospermie oder Oligozoospermie vorhanden. Guzick u. a. (2001)
fanden, dass eingeschrankte Motilitdt und idiopathische Infertilitat in Zusammenhang gebracht
werden kénnen. In einer Studie zum ,total motility count® (Hamilton u.a. 2015) wurde
nahegelegt, dass die Motilitatszahlung der Samenproben sogar besser geeignet ware um die

Fertilitat eines Ejakulats abzuschatzen als die WHO-Parameter.

In den hier vorliegenden Versuchsreihen konnte zudem ein Abfall der Motilitdt nach Auftauen
der Ejakulate festgestellt werden. Dieses Phanomen deckt sich mit der Literatur in der ein
Abfall der Motilitdt zwischen 25-75 % nach Kryokonservierung beschrieben wird (Nijs und
Ombelet 2001). Dieser Effekt wird auf die schwierigen osmotischen Verhaltnisse beim
Einfrieren und Auftauen zurickgefuhrt. Obwohl Spermatozoen in der Lage sind auf eine
Schrumpfung bis auf 75 % und Schwellung bis auf 110 % ihres Volumens auszuhalten (Gao
u. a. 1995), werden kryoprotektive Agenzien mit niedriger molekularer Masse eingesetzt um
die Masse an Eiskristallen, welche sich intrazellular formen kénnen, zu reduzieren (Nijs und
Ombelet 2001).
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Bovine Samenproben weisen im Gegensatz zu humanen Ejakulaten eine weitaus groRere
Motilitat und morphologische Kongruenz nach dem Auftauen auf. Dies liegt vor allem daran,
dass die Ejakulate von Nutztieren im Gegensatz zu humanen Ejakulaten schon seit
Jahrzehnten fur die kommerzielle Verwendung von Kryo-Speichern fur eine effiziente
Selektierung fur Zuchtprogramme verwendet werden (Nijs und Ombelet 2000) und so die
Qualitdt der Samen konsequent auf einem hohen Niveau gehalten wurde. Die
Kryokonservierung in der Tierzucht von Rindern fordert nicht nur die Konservierung von
selteneren genetischen Varianten, sondern macht es auch mdglich, eine beschleunigte
genetische Auslese und Optimierung einzelner Zuchtlinien zu fordern (Grotter u. a. 2019).
Trotz dessen werden auch hier massive qualitative Einbufen durch das Einfrieren
hingenommen. Der Schaden, welcher an der Plasmamembran durch das Einfrieren entsteht,
I6st einen Domino-Effekt auf andere zellulare Strukturen und Funktionen aus (Grétter u. a.
2019). So wird die Induktion einer unreifen akrosomalen Reaktion, die Veranderung der
mitochondrialen Funktion, die Reduktion der Motilitdt und Chromatin Kondensations-Fehler fir
die Abnahme von Lebensfahigkeit und Fertilitdt verantwortlich gemacht (Holt 2000; Watson
2000).

Die Ergebnisse der porcinen Motilitdtsbestimmung waren in unseren Versuchen nur
eingeschrankt aussagekraftig, da im Rahmen dieser Arbeit nur zweimal die Mdglichkeit
bestand, frische Proben auf einem Versuchsgut zu bekommen. Insgesamt konnte die
Beobachtung gemacht werden, dass porcine Spermien genauso wie bei den bovinen
Ejakulaten, eine weitaus gréltere Homogenitdt der Spermatozoen aufwiesen. Die Griinde
hierfur sind die gleichen wie bereits oben angeflihrt. Diese liegen vor allem in der Zucht zu
kommerziellen Zwecken. Porcine Ejakulate werden heute entweder kryokonserviert oder

flissig gelagert (Fang u. a. 2017) um den Einsatz in der Zucht zu erleichtern.

5.2.2. Bedeutung der Motilitéat unter Einfluss verschiedener Agenzien

5.2.3. Glykolsaure (Hydroxyessigsaure)

Die Zugabe von Glykolsaure in verschiedenen Konzentrationen (30 und 60 mM) bewirkte eine
signifikante Steigerung der Motilitat von frischen humanen Spermien direkt nach Zugabe bis
zu 60 min nach Inkubation um 26%. Dieser Effekt wurde bei 60 mM Glykolsdure mit bis zu

32% Motilitatssteigerung noch deutlicher als bei 30 mM.

Um eine Qualitats-Kontrolle zu gewahrleisten, wurden Kontrollen mit normalem Puffer ohne

Zusatz verwendet. Hier war es wichtig, dass die Motilitatskontrollen zeitabhangig abfielen und
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ein kongruentes Verhalten zwischen allen durchgefiihrten Versuchsreihen zeigten. Es konnte
in den humanen Proben eine leichte Erhéhung der A- und B-Motilitdt um 30% nachgewiesen
werden nach 30 min Inkubation mit dem Puffer (Differenz 0.47 + 0.10 ***p < 0.001). Dieser
Effekt kdnnte auch eine Anpassung der Spermatozoen auf die Bedingungen (osmotischer
Druck, Nahrstoffangebot und pH) zurtickzuflhren sein. Freitas u.a. (2017) postulierten nach
Analyse zahlreicher Studien zwei verschiedene Wege — ATP-abhangige Aktivierung von
Dynein im Flagellum und Glykolyse im Mitochondrium — welche die Motilitat von Spermien
sichern sollen. Die Anpassung an diese zwei Bedingungen konnte die verbesserte Motilitat
erklaren. Erwartungsgeman sank die progressive Motilitat der Samenproben ab 60 min ab. Ab
dieser Zeit besteht eventuell ein eingeschranktes Nahrstoffangebot oder die ATP-Reserven

von einigen Spermatozoen waren schon aufgebraucht (Piomboni u. a. 2012).

Die Zunahme der Motilitdt der Proben mit Glykolsaure durch eine pH-Senkung kann hier
ausgeschlossen werden. Alle Experimente wurden unter pH-Wert Kontrolle durchgefuhrt und
ein pH zwischen 7.2 und 7.4 sichergestellt. Zhou u. a. (2015) zeigten, dass der pH-Wert im
Seminalplasma sich signifikant auf die Motilitat, Vitalitat und den Ca?*-Haushalt von humanen
Spermien auswirkt. Hyperaktivierung von membranlosen Spermatozoen braucht einen pH von
7.9 bis 8.5, wohingegen die normale aktivierte Motilitat schon bei pH 7.0 stattfindet (S. S.
Suarez und Ho 2003). Es wurde vermutet, dass der zytoplasmatische pH das axonale

Kompartiment bei der Hyperaktivierung von intakten Spermien starkt (Ho u.a. 2002).

In dieser Studie konnte ein negativer Zusammenhang zwischen der pH-Senkung und der
Motilitat nachgewiesen werden. In unserem Experiment zeigte die leichte pH-Senkung durch
die Glykolsaure keinen negativen Effekt auf die Motilitdt. Diesen Effekt konnten wir auch bei

Vorversuchen mit hoheren Glykolsdure-Konzentrationen (ab 100 mM) beobachten.

Der Anstieg der progressiven Beweglichkeit kdnnte moglicherweise durch einen erhohten
Ca?*-Einstrom bedingt sein, die eine verfriihte Hyperreaktion mit Hypermobilisation mit sich
ziehen. Hyperaktivierung von Saugetier-Spermien wird als Veranderung von einer aktiven
Flagellum-Bewegung (hohe Frequenz, geringe Amplitude, progressive Beweglichkeit) hin zu
einer Hyperaktivierung hin, bei der die Bewegung des Flagellums asymmetrisch wird und die
Frequenz sichtlich abnimmt. Auf diese Mdoglichkeit wird im folgenden Kapitel naher

eingegangen.

Glykolsaure wurde in der Medizin bisher nur in der Dermatologie zur Behandlung von Akne
(Valle-Gonzalez u. a. 2020) und als Anti-Aging Produkt (Kim und Won 1998) verwendet.
Zudem koénnten andere Studien auf eine neuroprotektive Funktion hinweisen (Pan-Montojo

u.a. nicht publiziert).

Interessanterweise konnten weitere Studien ahnliche Glykolsdure-Konzentrationen von 12.5

mM bis 50 mM als optimale Konzentrationen feststellen. Die Ergebnisse dieser Studien mit
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Fibroblasten konnten erhohte Zellproliferation und Kollagen-Produktion als Antwort auf
Glykolsaure-Zugabe liefern. Dieser Effekt war auch konzentrationsabhangig (Kim und Won
1998). Ein denkbarer Effekt auf Spermien ware demzufolge, ein erhéhter Stoffwechselumsatz,

da im Spermium keine Stoffe synthetisiert werden.

Betrachtet man die Ergebnisse des Einflusses von Glykolsaure auf kryokonservierte humane
Spermien, so kann man zwar keine signifikante Steigerung der A- und B-Motilitat beobachten.
Allerdings weist der Trend darauf hin, dass mit einer groReren Probanden-Zahl hier auch eine
signifikante Steigerung der A- und B-Motilitdt direkt nach Zugabe mit 60 mM Glykolsaure
erreicht werden koénnte (p=0.056). Der geringere Einfluss des Agens auf die Proben kdnnte
vielfaltige Grinde haben. Am wahrscheinlichsten ist der geringe Einfluss durch Vorschadigung
der meisten Spermatozoen durch das Einfrieren und Auftauen. Durch die Schadigung kénnte
auch der Einfluss von stoffwechselaktivierenden Stoffen vermindert sein. Holt und Watson
(2000) wiesen schon auf die eingeschrankte mitochondriale Aktivitdt und unreife Akrosom-
Reaktion durch die Kryokonservierung hin. Auch der Schaden an der Plasmamembran

(Grotter u. a. 2019) konnte hierflr verantwortlich gemacht werden.

Besonders eindrucksvoll war der Effekt von Glykolsaure auf die Motilitat von bovinen Spermien.
Hier konnte flr alle Konzentrationen eine signifikante Zunahme der vorwarts progressiven
Beweglichkeit gezeigt werden. Wahrend in die Kontroligruppe die Vorwarts-Beweglichkeit
kontinuierlich Gber die Zeit abnahm (0.44 £+ 0.05 nach 90 min) konnte die Versuchsreihe mit
30 und 60 mM Glykolsdure eine Vorwartsbeweglichkeit sogar auf dem Level der
Kontrollgruppe von Beginn nach 90 min halten (1.06 + 0.11 fir 60 mM und 1.02 + 0.07 far 30
mM Glykolsaure). Warum der Effekt auf bovine Spermien viel groRer war, als auf humane
Spermien konnte an der Homogenitat der zur Zucht ausgewahlten genetisch geeigneten
Bullen sein, wahrend die humanen Proben gréfitenteils von Mannern gewonnen wurden, die
zur Abklarung der Fertilitat in die Klinik kamen. Es ist davon auszugehen, dass sowohl die
Integritat als auch die Funktionalitat der bovinen Spermien von Anfang an besser war und sie
demnach besser (bzw. gleichférmiger) auf Agenzien ansprechen. Leider gibt es bisher keine
Studien, die den direkten Vergleich von bovinen und humanen Schaden nach

Kryokonservierung vergleichen.

Fir die porcinen Versuche konnte leider kein Trend beziglich der Wirkung von Glykolsaure
auf die Motilitat festgestellt werden. Der Grund hierfur lag sicherlich in der begrenzten Anzahl
der Versuche (n=2), sowie als auch am Verhalten der Spermatozoen mit den gewohnten
Glykolsaure-Konzentrationen. Bei 60 mM konnten tUberhaupt keine vitalen porcinen Spermien
mehr beobachtet werden, der Grund hierfur kdnnte ein verandertes Aufnahmemuster oder

eine erhdhte Sensitivitdt gegenlber dem pH sein.
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5.2.4. CatSper1-Blocker und Glykolsaure

Mit der Frage nach dem Aufnahmemechanismus fuhrten wir zusatzliche Versuche mit dem
Calcium?*-Kanal Blocker NNC 55-0396 durch. Die Frage war, ob Glykolsédure als kleines
Molekil eventuell mit Ca?" durch entsprechende Kanéale (CatSper1) in das Spermium

aufgenommen wird.

Unsere Versuche zeigten, dass bei Zugabe von 10 uyM Blocker eine signifikante Abnahme der
A- und B-Motilitdt zu beobachten ist. Striinker u. a. (2011) konnten bei Versuchen mit humanen
Spermien einen eingeschrankten Ca?*-Einstrom durch den oben genannten Blocker und
infolgedessen eine reduzierte Motilitdt bei humanen Spermien feststellen. Auch Vicente-
Carrillo u.a. (2017) fanden eine reduzierte Motilitat bei porcinen Spermien unter Einsatz dieses
CatSper-Blockers. Die Reduktion der Motilitat setzt in meinen Experimenten direkt nach
Zugabe ein und halt sich bis Versuchsende konstant auf niedrigem Niveau. Dieser Effekt ist
dosis-abhangig zu den Zeitpunkten 0,30 und 60 min (*p=0.027, *p=0.013, *p=0.019).

Die Wirkung von Glykolsaure zusammen mit dem CatSper1-Blocker NNC 55-0396 zeigte
keine signifikante Verschlechterung der Vorwarts-Progression der humanen und der bovinen
Spermien. (p-Werte siehe Tabelle). Es konnte wie im vorherigen Versuch kein signifikanter
Anstieg der progressiv beweglichen Spermien festgestellt werden. Sollte die Glykolsaure Uber
ahnliche Strukturen wie die Ca?*-lonen in das Spermium gelangen, ware nach Zugabe von
Glykolsaure ein Einbruch der Motilitdt zu erwarten. Bei Bullenspermien konnten wir noch eine
signifikante Steigerung der Glykolsaure-Reihe gegeniber den Blocker-Gruppen und der
Kontrollgruppe um bis zu 90 % feststellen (siehe Tabelle). Auch in einem anderen Experiment
hierzu kann in der Literatur der CatSper-Blocker Mibefradil die Hyperaktivitat von bovinen
Spermien signifikant senken (Johnson u. a. 2017). In diesem Experiment wurde gezeigt, dass
Koffein einen stark positiven Effekt auf die Hypermobilisierung von bovinen Spermien -
unabhangig vom CatSper-Blocker - hat.

Calcium-lonen und deren Mobilisierung werden mit als treibende Kraft fur die Hyperaktivierung
der Spermien angesehen. Die Frage hierbei ist, wie das Calcium in die Zelle gelangt und wie
es reguliert wird (Publicover u. a. 2008). Die Ca?*-Kanale und Ca?*-Speicher spielen hierbei
eine wichtige Rolle fur die Mobilisierung der Spermien. Einer dieser Kandle wurde 2001
entdeckt und als CatSper-Channel klassifiziert (Ren u. a. 2001). In humanen Spermien wird
der CatSper-Kanal durch intrazellulare Alkalinisierung und durch Progesteron (Lishko u. a.
2012) aktiviert.
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5.2.5. Verschiedene Zuckerarten im Seminalplasma

In unseren Versuchen konnten wir beobachten, dass es keinen signifikanten Unterschied in
der Motilitat zwischen den einzelnen Versuchsgruppen mit Glucose, Fructose und Glykolsaure
gab. Kritisch ist hierbei anzumerken, dass fiir die Versuche leider nur zwei Probanden
untersucht wurden. Dennoch weisen die geringen Unterschiede in der Motilitat moglicherweise
darauf hin, dass Glykolsdure Uber einen &hnlichen oder gleichen Mechanismus in das
Spermium gelangt wie die anderen aufgenommenen Zucker. Spermien brauchen nach der
Ejakulation eine externe Quelle von Hexosen, da sie nach Reifung das meiste ihres
Zytoplasmas verloren haben und den wenigen verbliebenen Platz flr die Generierung von
Energie bendtigen. Obwohl humane Spermien auch in Medien ohne an der Glykolyse
beteiligte Zucker motil bleiben kdnnen, ist es unklar, ob so eine Beweglichkeit ausreichen
wuirde, um Spermien Uber einen langen Zeitraum hinweg befruchtungsfahig zu halten (Ford
und Harrison 1981).

Die verschiedenen Hexosen brauchen die Spermien wie Treibstoff und er kann aus Glucose,
Mannose, Fructose oder auch Laktat oder Citrat bestehen (Ford und Harrison 1981). Fucose
wurde in dieser Studie nicht untersucht. Auch Pyruvat in hohen Konzentrationen wird als
Quelle von Saugetier-Spermatozoen zur Energiegewinnung genutzt. Laktat und Citrat sind wie
Glykolsaure organische Sauren, was zudem nahelegt, dass der Stoff wie die anderen Hexosen

aufgenommen wird.

In einem Review resimierten du Plessis u. a. (2015), dass es zwei wichtige Stoffwechselwege
gibt, wie Spermien Energie fur die Bewegung generieren. Einerseits wird die Energie durch
Glykolyse, mitochondriale Atmung oder als Kombination aus beiden bereit gestellt (du Plessis
u. a. 2015). Beide Wege werden als essenziell fir die humane Spermienfunktion und die
erfolgreiche Befruchtung angesehen. Die Aufnahme von Zucker wird durch die Hexose-
Transporter GLUT 1,2,3 und 5 im humanen Spermium reguliert. Angulo u. a. (1998) fanden
als erste heraus, dass in humanen, bovine und Ratten-Spermien GLUTs exprimiert und
funktionell wichtig sind. Diese Studie beschaftigte sich vor allem mit der Zuckeraufnahme und
der deren Hemmung sowie daraus resultierenden Folgenden fir den Spermien-Metabolismus.
So wurden GLUT1 und GLUT2 in der akrosomalen Region und im Haupt- und Endstlick des
Flagellums gefunden. Auch weil die verschiedenen Isoformen der GLU-Transporter eine
jeweils andere Lokalisation aufweisen wird vermutet, dass sie so flr verschiedene

metabolische Strategien zur Energieversorgung zur Verfugung stehen (Bucci u. a. 2011).

Einige andere Studien belegten zudem verschiedene Kontroll-Mechanismen der Aufnahme

von Zucker-Derivaten oder anderen Stoffen gefunden, deren Rolle glykolytische und an der
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oxidativen Phosphorylierung beteiligte Enzyme zugeschrieben werden (Marin u. a. 2003;
Rodriguez-Gil 2006). Diese Transporter (GLUTs) werden auch als Schlisselrolle in diesem
Regulationsprozess angesehen weil sie den Substrat Einstrom in die Spermien-Zelle

regulieren kénnen (Rodriguez-Gil 2006).

Unsere Experimente zeigen zudem, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Zuckern
Glucose und Fructose hinsichtlich der Vorwarts-Progressiven Beweglichkeit von Spermien
besteht. Dies wirde bedeuten, dass sowohl Glucose als auch Fructose in gleicher Weise fir
die Energiegewinnung genutzt werden. Eine grof3e Anzahl von Studien belegte den Nutzen
von Glucose und anderen Zuckern fir die Aufrechterhaltung der Motilitdt. So konnten Rogers
und Perreault (1990) zeigen, dass signifikant mehr humane Spermien in Prasenz von Glucose
fahig waren eine Zona-freie Hamster Oozyte zu befruchten als mit Fructose, Mannose oder
Galactose. Williams und Ford (2001) zeigten, dass bei Inkubation mit diesen drei Zuckern
Glucose und Fructose die Motilitat von Spermatozoen steigern, wahrend Galactose dies nicht
tat. Allerdings wurde in diesem Experiment nur die allgemeine Anzahl motiler Spermien
gezahlt und nicht explizit die Vorwarts-Beweglichkeit betrachtet. Andere Versuche mit Glucose,
Pyruvat und Lactose bei Mausespermien konnten keinen Unterschied zwischen diesen
Substanzen feststellen. Zudem wurde gezeigt, dass die Glykolyse der wichtigste Faktor dort
zur Energiegewinnung ist (Mukai und Okuno 2004). Es konnten schon in den 1940er Jahren
Versuche gemacht werden, bei denen in Mause-Spermien Glykolyse und in Bullen-Spermien
Oxidative Phosphorylierung als der dominante Weg zur Energiegewinnung genannt werden
(Lardy und Phillips 1943). Es wurde auch gezeigt, dass bei Bullen der dominante Weg der
Energiegewinnung auf der oxidativen Phosphorylierung im mitochondrialen Teil der Spermien
beruht. Der Grund hierfur wird in der schlechten Verfugbarkeit von Hexosen im weiblichen
bovinen Oviduct gesehen. Infolgedessen sind bovine Spermien auf die Energie-Generierung

in den Mitochondrien angewiesen (Storey 2004).

5.3. Allgemeine Bedeutung von Motilitat und anderen Parametern in der Andrologie

In unserer Studienpopulation konnten wir beobachten, dass die Samenparameter,
Konzentration, Vorwarts-Progression und Morphologie nicht immer mit der Fahigkeit Kinder zu
zeugen in direktem Zusammenhang stehen. Zwischen den Studienpopulationen mit
Kinderwunsch und Mannern mit eigenen Kindern konnte kein signifikanter Unterschied in den
erhobenen Messdaten statistisch evaluiert werden. Dieser fehlende Zusammenhang zwischen
abnormalen Samenparametern und moéglichen anderen Evaluationsmaglichkeiten der Fertilitat

wird im Folgenden diskutiert werden.
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Die Infertilitat von Mannern ist eine wichtige Diagnose und haufig Ursache von ungewollter
Kinderlosigkeit (Ma u. a. 2012). Die Diagnostik stitzt sich hierbei auf die Ergebnisse der
Samen-Analyse. Die WHO hat hierbei Grenzwerte festgesetzt, die festlegen, ob ein Mann fertil
ist oder nicht. Diese beziehen sich vor allem aber auch auf Paaranalysen und ungewollte
Kinderlosigkeit nach einem Jahr regelmafligen Geschlechtsverkehrs. 2010 und 2021 wurden
diese Werte nach WHO aktualisiert, da friilhere Werte auf einer Durchschnittspopulation des
Jahres 1953 basierten. Damals wurde festgelegt, dass Manner die kirzlich Vater wurden oder
deren Frau innerhalb eines Jahres schwanger geworden war, zur Befruchtung fahig sind. Die
Studienpopulation wurde hierzu mit Mannern aus der ganzen Welt zusammengestellt.
Samenproben, deren Werte bezlglich Konzentration, Beweglichkeit und Morphologie unter

der 5 %-Perzentile liegen, werden als abnormal angesehen (WHO, 2010).

Idealerweise wird ein medizinisches Klassifikations-System in Zusammenhang mit dem
klinischen Outcome gebracht. Im Fall von mannlicher Infertilitat stitzt sich die Diagnose auf
spontane Schwangerschaftsraten oder die Schwangerschaftsrate nach kinstlicher
Befruchtung (Hamilton u. a. 2015). Nur wenige Studien haben den pradiktiven Wert der WHO
Kriterien nachgewiesen. So fanden Polansky und Lamb 1988 keine signifikante Korrelation
von Samen-Parametern und der Wahrscheinlichkeit der Konzeption. In dieser Studie wurden
1089 Paare untersucht und deren Schwangerschaften ins Verhaltnis zu den Parametern der
Samenanalysen gebracht. Es konnte kein signifikanter Unterschied bei den kinderlosen
Paaren und erfolgreicher Schwangerschaft beziglich der Samenparameter festgestellt
werden. Daraus folgerten die Autoren, dass Samenparameter allein nicht zur Vorhersage einer
Fertilitdt geeignet sind (Polansky und Lamb 1988). Auch eine 2007 durchgefuhrte Studie
verglich mehrere Pradiktions-Modelle fur eine Schwangerschaft und versuchte die WHO-
Kriterien von 1999 zu validieren. Das Ergebnis war, das der pradiktive Wert der WHO-Werte
relativ gering ausfiel (van der Steeg u. a. 2007). Insgesamt betrachtet muss man sagen, dass
die Grenzwerte der WHO zwar eine gewisse Bedeutung in der andrologischen Diagnostik
aufweisen, jedoch Vorhersagen zu eventuellen Schwangerschaftsraten nur unzuverlassig

getroffen werden kénnen.

Obwohl in der Andrologie mittlerweile viele verschiedene Marker eingesetzt werden, um die
Qualitat des Spermaprobe zu beurteilen, ist und bleibt die Zahlung der Spermien einer der
aussagekraftigsten Faktoren. Unter dem Aspekt der Motilitdt und der darauf aufbauenden
Aussage zur Vitalitat ist die Beurteilung der Spermien auch in Hinblick auf das Outcome nach
Kryokonservierung der entscheidende Faktor, um zu entscheiden, ob Spermien nach dem
Auftauen noch befruchtungsfahig sind. (Palomar Rios u.a. 2018) Die Relevanz der
Auszahlung von Spermien nach Motilitat wird auch in vielen weiteren Studien zur

Kryokonservierung bei Patienten mit Hodenkrebs (Hotaling u.a. 2016) oder zur
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Fertilitatsabklarung (Hamilton u. a. 2015) hervorgehoben. Die Auszahlung der Gesamt-
Motilitat von Spermien ist auch in Hinblick auf eingeschrankt verfligbare Proben wichtig.
Gerade wenn bei Mannern mit verminderter Spermienanzahl oder eingeschrankter Motilitat
die Befruchtung auf natirlichem Weg schwierig ist, ist es von besonderer Bedeutung jedes
einzelne Spermium, welches motil ist, zu selektieren. Ein besonderer Aspekt hierbei ist die
Beurteilung der Motilitat von Patienten mit Kryptozoospermie oder Azoospermie, die sich einer
TESE (Testikulare Spermien Extraktion) oder anderen operativen Verfahren unterziehen.
(Palomar Rios u. a. 2018)

Wenn man die Ergebnisse der verschiedenen Studien betrachtet, kommt man zu dem Schluss,
dass der Vergleich von verschiedenen Samen-Parametern bei fertilen Mannern oft nicht
ausreicht, um diesen Mann als fertil oder infertil zu betrachten. Zudem sollte immer darauf
hingewiesen werden, dass neben dieser Bestimmung der Samenparameter auch viele andere
Eigenschaften wie z.B. Fahigkeit zur Erektion oder Ejakulation fir die Fertilitat

ausschlaggebend sind.

In vielen weiteren Studien, bei denen mehrere Parameter untersucht wurden und zusatzlich
die Funktion der testikuldaren Produktion und Reifung berucksichtigt wurde, konnten
Zusammenhange zwischen Fertilitdt und den erhobenen Parametern dieser Studien
nachgewiesen werden (Guzick u. a. 2001). In einem Review wurde darauf hingewiesen, dass
die Kombination aus verschiedenen Untersuchungsmethoden und die Evaluierung von
verschiedenen Parametern des Ejakulats am sinnvollsten fur die weitere Diagnostik und die
Therapieempfehlung bei Infertilitdt bzw. der Empfehlung fir ART (assisted reproductive
technology) sind. (Barratt u. a. 2010) Hinzu kommt, dass auch empfohlen wird, die aktuellen
Grenzwerte fur die Bestimmung der Parameter herabzusetzen, da in einigen Studien fertile
Manner als subfertil klassifiziert wurden, obwohl deren Frauen zum Zeitpunkt der Diagnostik
schwanger wurden. Niedrigere Grenzwerte sollen demnach einen viel héheren positiven

pradiktiven Wert und negativen pradiktiven Wert aufweisen. (van der Merwe u. a. 2005)

5.4. Einfluss des Kalziums auf die Motilitdt von Spermien (Calcium Imaging)
Schon vor 30 Jahren konnte bei humanen Spermien ein Ca?*-Einstrom als Folge von Kontakt
mit humanen follikularem Fluid beobachtet werden (Thomas und Meizel 1988). Kalzium wird

als unabdingbar in verschiedenen zelluldren Prozessen angesehen und spielt eine wichtige

Rolle als ,Second Messenger” (Darszon u. a. 2011) im Metabolismus von Spermatozoen.
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Unsere Ergebnisse der Untersuchung des Calcium-Einstroms unter Einfluss von Glykolsaure
auf die Spermatozoe ergaben sowohl in der Intensitat als auch in der Anzahl gezahliter
Spermien mit Calcium-Einstrom keinen signifikanten Unterschied in der Aufnahme von
Calcium. Obwohl unter Glykolsaure-Einfluss die Hyperaktivitdt der Spermien zugenommen hat
und schon Suarez und Dai (1995) einen durch einen Ca?*-Einstrom bedingte Steigerung der
Beweglichkeit des Spermium-Flagellums beobachten konnten, wurde in unseren
Experimenten kein erhéhter Calcium Einstrom festgestellt. Dies konnte daran liegen, dass
andere Prozesse in der gesteigerten Vorwarts-Beweglichkeit von Bedeutung sind. Auch kann
Calcium nicht nur extrazellular durch Ca?*-Kanale (u.a. CatSper) in das Spermium gelangen
(Darszon u.a. 2011). Es kann alternativ auch aus intrazellularen Calcium-Speichern
mobilisiert werden (Kirichok u.a. 2006). Einer dieser Speicher istim Mittelstlick des Spermiums
in der mitochondrialen Aulkenmembran, wo ein Cluster von Membran-Vesikeln (Franklin 1968)
als wichtiger Ca?*Speicher fur die Aufrechterhaltung der Ca?*-Konzentration im Spermium
dient. Diese Konzentration wird strikt limitiert und von sehr vielen verschiedenen
Zellmechanismen reguliert, die gut konserviert in ganz bestimmten Arealen des Spermiums zu
finden sind (Darszon u. a. 2011). In einer aktuellen Studie zur Untersuchung der Korrelation
von Asthenozoospermie und der CatSper-Expression wurde eine signifikant niedrigere
CatSper-Expression in Zusammenhang mit Asthenozoospermie gefunden. Hier spielte auch
die unterschiedliche lokale Expression eine Rolle, die bei Spermien von Asthenozoospermie-

Patienten nicht nur auf den Hauptteil des Flagellums beschrankt war (Tamburrino u. a. 2015).

5.5.  Mitochondriale Aktivitat unter Glykolsaure-Einfluss

In unserem Experiment konnten wir zeigen, dass die Anzahl der Spermien mit aktivem
Mitochondrium in Gegenwart von Glykolsaure nicht signifikant ansteigt oder abfallt. Diese
Beobachtung deckt sich mit anderen Ergebnissen der Literatur, in der die mitochondriale
Aktivitat unter der Zugabe von Glucose untersucht wurde. Da in diesem Zusammenhang auch
kein erhOhter Ca?*-Einstrom zu beobachten war, gingen wir auch davon aus, dass unter
Glykolsaure auch ein Anstieg der mitochondrialen Aktivitat ausbleibt. Da die Mitochondrien in
Spermien eine grolRe Rolle in der Ca?*-Homoostase und einen wichtigen intrazellularen Ca?*-
Speicher darstellen (Costello u. a. 2009) lag diese Vermutung nahe.

Mukai und Okuno (2004) fanden, dass unter Zugabe von Glucose zwar die Motilitat von
Mause-Spermien anstieg, jedoch keine Zunahme der mitochondrialen Aktivitat zu messen war.
In diesem Versuchsansatz wurde die mitochondriale Aktivitdt mit JC-1 evaluiert. Diese
Beobachtung flhrte zu der Annahme, dass die Glykolyse eine grofere Rolle bei der Motilitat
der Spermien spielt, als die oxidative Phosphorylierung der mitochondrialen Atmungskette (du

Plessis u. a. 2015). Auch andere Studien, welche das mitochondriale Membranpotenzial in
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Mannern mit Asthenozoospermie evaluierten, kamen zu dem Schluss, dass in einigen Fallen
die mitochondriale Funktion nicht eingeschrankt war. (Piasecka und Kawiak 2003) Auch in
andere Studien wurde postuliert, dass in humanen Spermien die Rolle von Mitochondrien bei
der Energieversorgung geringer ist als die der Glykolyse. Auch die Ergebnisse einer Studie
von Williams und Ford (2001) zeigen, dass die Motilitdt und andere Funktionen von Spermien
unter Ausschluss von OXPHOS Substraten (Substrate fir die oxidative Phosphorylierung)
nicht eingeschrankt war, wahrend die Funktionen bei fehlenden Hexosen stark beeintrachtigt
war.

In einem Review von Piomboni u. a. (2012) wurden mindestens drei verschiedene Shuttles
(Molekile, welche als Transporter und Austauscher fir Stoffwechselprodukte dienen, z.B.
Laktat/Pyruvat u.a.) herausgearbeitet mit der Fragestellung, wie die Mitochondrien im Sinne
der Energieversorgung des Spermiums agieren. Zusatzlich wurden mdogliche
Erklarungsansatze beschrieben, wie humane Spermien ihre mitochondriale Funktion zur
Energieversorgung nutzen, welche Transporter in der inneren mitochondrialen Membran
tatsachlich genutzt werden und wie sich die Relevanz des mitochondrialen Einflusses

abhangig vom metabolischen Status des Spermiums andert.

5.6. CatSper-Immunhistochemie

In unserer CatSper1-Immunhistologischen Untersuchung fur bovine (n=2) und humane (n=2)
Spermien konnten wir folgende Beobachtungen beschreiben. Die Bande bei beiden humanen
Proben zwischen 70 kDa und 100 kDa kdnnte der CatSper1-Untereinheit zugerechnet werden,
da in den wesentlichen biotechnologischen Datenbanken das Protein CatSper1 mit 90.1 kDa
angegeben wird (Ensembl, UniProt 2021). Die beiden Banden bei der Human 2 Probe kdnnten
entweder auf Verunreinigungen oder andere CatSper-Untereinheiten bestehen. Die CatSper2-
4 Untereinheiten werden mit einem Gewicht von 46.2 kDa bis 61.4 kDa beschrieben
(Proteinatlas, UniProt 2021). Die etwas weniger starke Bande zwischen 30 kDa und 50 kDa
konnte auch eine dieser Untereinheiten hindeuten. Besonders interessant ist, dass bei den
bovinen Proben keine Bande von CatSper1 detektiert werden konnte. Stattdessen konnten wir
Banden zwischen 5 und 15 kDa beobachten. Unsere Ergebnisse weichen diesbeziglich von
der Literatur ab. Johnson u. a. (2017) fanden heraus, dass in bovinen Spermien zwei Exons
translatiert werden, bei denen die Sequenz-ldentitat zu humanen Spermien CatSper1 bei 90 %
und bei CatSper3 zu 72 % identisch war. Die Expression von CatSper1 in Bullen war laut

Johnson u. a. (2017) bis zu 2 mal héher als CatSper3 oder CatSper4.

Dass die Sequenz der Gene von CatSper1 — 4 gut konserviert ist, zeigt auch eine Studie, in
der nachgewiesen wurde, dass CatSper1 — 3 nur in Hodengewebe und CatSper4 in

Hodengewebe und in geringen Mengen in Placenta und Lunge von Menschen und Mausen
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exprimiert wird. (Lobley u. a. 2003) Da CatSper1 und CatSper2 ausschliel3lich in Saugetier-
Hoden nachgewiesen wurden, wird ihre Rolle als hochkonservierte spezialisierte Flagellen-
Proteine als wichtig angesehen (X. Sun u. a. 2017) allerdings gibt es bis jetzt noch keine Studie
die nahelegt, ob Untereinheiten wie CatSperg oder CatSpery zu Infertilitdt bei Mannern flihren
(Ren u. a. 2001) Auch andere Studien kamen zu dem Ergebnis, das alle vier funktionierenden
Untereinheiten des CatSper-Kanals essentiell flir die Befruchtung sind. Dies bezog sich nicht
nur auf die Befruchtung, sondern auch auf die Motilitat, die bei den Mause-Spermien in dieser
Studie evaluiert wurde. (Qi u. a. 2007)

Interessant hierbei ist, dass mMRNA Expression von CatSper1 in Hodengewebe gefunden
wurde und von Kirichok u.a. (2006) in einer Population von subfertilen Mannern untersucht
und signifikant reduzierte Level von CatSper1 Expression bei Mannern mit
Asthenozoospermie gefunden wurden. Diese Beobachtung flihrte sogar dazu, dass die
CatSper1-Expressionmuster als nicht-invasive Screening Methode genutzt werden sollte um
unerkannte oder unerklarte mannliche Infertilitdt zu diagnostizieren (Nikpoor u. a. 2004). Dies
fuhrte dazu, dass man unter anderem diese Expression nun dazu nutzen mdochte, um Infertilitat
auch auf molekularem Level abzuklaren. Diese sollen nun auch in die routinemaRige

Untersuchung der Ejakulate in der Klinik Anwendung finden (Kliesch u.a. 2021).

5.7.  Bindung verschiedener Zucker auf der Oberflache von konservierten Spermien

5.7.1. Lokalisation und Charakterisierung

In unseren Versuchen konnten wir feststellen, dass FITC-markierte Zuckerreste wie
Sialinsaure, Fucose und Galactose an die Oberflache von Spermien binden. Diese Bindung
beschrankte sich auf den akrosomalen Teil des Spermien-Kopfes. Die Auswahl dieser Zucker
begriindet sich auf verschiedene Literaturangaben, welche die folgenden Zuckerreste mit der
Bildung eines Spermien-Speichers bei verschiedenen Spezies in Verbindung bringen. (Susan
S. Suarez 2015) In vielen anderen Studien wurden die Zuckerreste auf der Plasmamembran
von Spermien im Tiermodell untersucht und verglichen (Tecle und Gagneux 2015). Unseren
Studien am nachsten kommt wohl eine Untersuchung der glykosylierten Proteine auf der
Oberflache von humanen Spermien. Sun u. a. (2016) untersuchten 60 verschiedene humane
Lektine, um deren Bindung an humane Spermien nachzuweisen. Sie fanden, dass GlaNAc-
T6, Galectin-1, -7, -8 und ERGIC-53 spezifisch an Spermien gebunden waren.
Interessanterweise zeigten diese Versuche auch, dass die Bindung vor allem im Kopfteil, oder
im mitochondrialen Stiick des Spermiums stattfand. Ihre Zusammenfassung legt nahe, dass
funf positive Lektin-Gruppen und Lektin-ahnliche Proteine spezifisch fir drei Typen von

Glykanen sind. Diese sind Sialinsaure, Galactose und Mannose. (Sun u. a. 2016)
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Allgemein wird vermutet, dass neben I6slichen und sekretierten Proteinen, die Lektine vor
allem in der Gruppe der Membranproteine zu finden sind (Koéttgen u.a. 2003). Es gibt vier
verschiedene Typen von humanen Lektinen: C-Typ, P-Typ, S-Typ und I-Typ (Varki 2011). Die
C-Typ Lektine brauchen Ca?*-lonen flr die Bindung und erkennen verschiedene Zucker-
Residuen. P-Typ Lektine erkennen Mannose-6-Phosphat Rezeptoren und S-Lektine
Sialinsaure-Reste. Galectine werden einer Gruppe von Proteinen zugeordnet welche S -

Galactose am Zuckerende erkennt.

In unseren Versuchen haben wir versucht, die verschiedenen Zuckerreste auf die Spermien
zu geben, und durch Waschen eine mogliche feste Zuckerbindung an Lektine, welche auf der
Plasmamembran der Spermien vermutet wird nachzuweisen. Die Glykan-Strukturen auf der
Oberflache von Spermien sind natirlicherweise als weitaus komplizierter zu betrachten als die
Glykokalix anderer Spezies. Als endogene Proteine missten Lektine eine hohe Spezifitdt und
starkere adharente Krafte aufweisen um mit anderen Molekilen eine Wechselwirkung
einzugehen (Y. Sun u. a. 2016) Von Bedeutung sind auch Studien die belegen, dass die
Kapazitation von humanen Spermien mit einer Reduktion von Sialinsdure-Glykokonjugaten
auf deren Plasmamembran einhergeht (Focarelli u.a. 1990). Bis dato war voéllig unbekannt,
dass wahrend der Kapazitation Zucker-Reste auf der Plasma-Membran verloren gehen. Auch
dies konnte unter anderem ein Grund sein, warum viele der Spermien in unseren
Experimenten keine Zuckerbindung zeigen, obwohl diese noch nicht die Kapazitation
eingetreten waren. Es wurden auf der Oberflache von Spermien auch zwei Sialidasen NEU1
und NEU3 entdeckt, welche eine Rolle in der Kapazitation spielen sollen. Zudem wurde in der
gleichen Studie durch Antikérper-Markierung beobachtet, dass humane Spermien-Proben von
infertilen Patienten entweder ein volliges Fehlen oder eine eingeschrankte Menge von NEU1
und NEUS3 exprimierten (Ma u. a. 2012).

Der Rickgang von Sialinsaure auf der Oberflache von Spermien wird auch als Hauptfaktor fur
Spermien-Reifung angesehen (Xin u.a. 2014). Wenn man einen weiteren Blick auf die
Synthese, Zusammensetzung und Modifizierung der Spermien-Glykokalix wirft, kann man
erkennen, dass auch innerhalb einer Population und sogar innerhalb einer Samenprobe eine
groRe Heterogenitat herrscht. Diese Unterschiede kdnnen durch post-meiotische, haploide
Gen-Expression von Enzymen, welche in der Glykan-Synthese eine Rolle spielen bedingt sein.
Aulerdem koénnen verschiedene Modifikationen beim epididymalen Transit oder die
Variabilitat in der Zusammensetzung von Glykokonjugaten durch verschiedene akzessorische
Drisen gegeben sein. All diese Faktoren kénnten auch darauf hinweisen, dass die Glykane
auf der Oberflache von Spermien ihre Qualitat in Hinblick auf die Befruchtung widerspiegeln.
(Tecle und Gagneux 2015)
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5.7.2. Bedeutung der Bindung fiir die Bildung eines Spermienspeichers und
Einschrankungen der Zucker-Bindung bei eingeschrankter Fertilitat

In unseren Versuchen konnten wir zeigen, dass zwar eine Bindung von verschiedenen
Zuckerresten an die Plasmamembran von humanen Spermien mdglich ist, jedoch konnten wir
keinen Zusammenhang zwischen reduzierter Bindung und mdglicher eingeschrankter
Beweglichkeit oder Anzahl an Spermien im Ejakulat herstellen. Unseren Ergebnissen zufolge
konnte sogar eine signifikante Zunahme von Spermien mit gebundener Sialinsdure, Mannose
und Fucose bei Asthenozoopermie und von gebundener Mannose bei Oligozoospermie
beobachtet werden. Bis dato konnten nur wenige Studien einen Zusammenhang zwischen der
eingeschrankten Fertilitat und den verschiedenen Lektinen und deren Zuckerbindung

herstellen. Zucker und Zuckerresiduen wurden in nur wenigen Studien untersucht.

In einer Studie wurden Lektine untersucht, welche Reaktionen im Seminalplasma auslésten.
Hier wurde beobachtet, dass MAA (Mannose-bindendes Lektin) und SNA (Sialinsaure-
bindendes Lektin) hdhere Reaktivitat im Seminalplasma von Leukozyten-haltigen Sperma als
in der Vergleichsgruppe. (Kratz u. a. 2015) Sialinsaure-Reste an sich wurden allerdings nicht
im Oviduct nachgewiesen (Gheri u. a. 2007) was den Schluss nahelegt, dass die Sialinsaure-
Reste auf der Plasmamembran der Spermien begrenzt vorkommen. Einige andere Studien
lassen den Einfluss von Sialinsdure-Resten im Oviduct auf den Erhalt der Vitalitdt von
Saugetier-Spermien und die Fahigkeit zur Kapazitation vermuten (Gheri u. a. 2007; Apichela
u. a. 2010) Diese Beobachtungen stitzen unsere These, dass Sialinsdure-Reste sowohl im
Epithel des Ovidukts (eigene Beobachtungen) als auch auf der Spermienplasmamembran zu

finden sind (Tecle und Gagneux 2015).

Die Bindung von Spermatozoen an den weiblichen Eileiter und eine Formation eines
menschlichen Spermien-Reservoirs wurde bisher sowohl aus ethischen wie auch aus
technisch schwer umsetzbaren Griinden wenig untersucht. Es wurde diskutiert, ob diese
Interaktion durch Zell-Adhasionsmolekiile zustande kommt, welche sowohl auf der Oberflache
des Eileiter-Epithels als auch auf der Spermienplasmamembran sind (Suarez 2008). In
anderen Spezies vermitteln Kohlenhydrate spezies-spezifische Bindung zur Formation eines
Spermienspeichers. (Apichela u. a. 2010; S. S. Suarez u. a. 1998) So konnte in Hamstern
beobachtet werden, dass Sialinsaure-Reste fir die Interaktion zwischen Spermium und dem
Epithel des Eileiters essential war (DeMott u.a. 1995) Auch in anderen Saugetieren wird die
Bindung von Spermien Uber spezies-spezifische Kohlehydratreste vermittelt. Diese (Fucose)
kdnnen unter anderem an den Zilien des bovinen Eileiters lokalisiert sein (Lefebvre u.a. 1997).

Im humanen Ovidukt kénnen verschiedene Typen von Sialo-Derviaten sowohl auf der
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Oberflache von sekretorischen, wie auch auf Zilien-tragenden Zellen beobachtet werden, hier
mit den Lektinen MAA und SNA markiert (Gheri u. a. 2007). Diese Beobachtung fihrte uns zu
der Annahme, dass Sialinsdure-Reste demnach auch auf der Plasmamembran von humanen
Spermien zu finden sein konnten. Die genannten Zucker-Residuen weisen eine negative
Ladung auf und es wird demnach vermutet, dass Spermatozoen an die epithelialen Zellen
aufgrund der zusatzlichen Bindung von Ca?*-lonen binden konnten (Gabrielli u. a. 2004; Leese
u. a. 2001). Die Bedeutung von Sialinsaure-Resten bei der Kapazitation fanden schon Ma u. a.
(2012). In diesem Versuch wurde gezeigt, dass Mause-Spermien NeuS5Ac und Neu5Gc und
humane Spermien Neu5Ac Zucker-Residuen bei der Kapazitation verlieren und diese dann im
Plasma nachgewiesen wurden. Obwohl (Gheri wu.a.(2007) den Nutzen von
Sialoglycoproteinen aufgrund der geringen Grolke anzweifelten, kann bis dato nicht
ausgeschlossen werden, dass Sialinsaure-Derivate zusatzlich fir die Interaktion von
Spermium und Eileiter von Bedeutung sind. In weiteren Studien wurde festgestellt, dass der
Kontakt von humanen Spermien an das Epithelium des Eileiters wichtig ist fur eine erfolgreiche

Kapazitation (Kervancioglu u.a. 1994; Murray und Smith 1997).

Auch in friheren Studien konnten wir Sialinsdure-bindende Motive auf der Plasmamembran
nachweisen. Damals konnten wir den fluoreszenz-gestiitzten Nachweis von bindenden
Motiven fur Sialinsdure-Derivate auf nur in der Kopfregion von einzelnen Spermatozoen
nachweisen. Auch in diesen Versuchen konnten die Bindungen der Zucker-Motive von
Sialinsaure, Mannose und Fucose in der Kopf-Region beobachtet werden. Diese Ergebnisse
decken sich auch mit Ergebnissen von Studien mit Ratten-Spermien (Cortés u. a. 2004) und
Hamster-Spermien (DeMott u.a. 1995) wo Sialinsdure-Reste als wichtiger Ko-Spieler in der

Spermien-Oviduct-Interaktion angesehen wurden.

Wie wichtig die Adhasion fur Spermien an eine Oberflache ist und welche Auswirkung sie auf
deren Motilitat hat, konnte in anderen Studien gezeigt werden. Mause-Spermien, welche im
Epithel des Eileiters gebunden waren, zeigten zur Zeit der Ovulation eine Loslésung und eine
Kontaktherstellung im Wechsel, bevor sie den Ort der Spermien-Reservoirs endgliltig
verlielen (Chang und Suarez 2012). In einem anderen Experiment konnten (Denissenko u. a.
2012) die Wichtigkeit von Oberflachen-Bindung anhand von Bewegungsmustern belegen. In
diesem Versuchsaufbau wurde eine Oberflaiche aus Polymethylsiloxane (PDMS) in
mikroskopisch kleinen Kanalen. Als Ergebnis konnte beschrieben werden, dass Spermien sich
nur entlang der Wande bewegten. Spermien ohne Oberflachenkontakt bewegten sich in
konzentrischen Kreisen ohne Richtung. Diese Mikroarchitektur legt nahe, dass die Architektur
der uterotubalen Region auch essentiell dazu dient, dass Spermien in einer gezielte Richtung

entlang des Eileiters zur Oozyte schwimmen kdnnen (Suarez 2016).
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5.8.  Ausblick

Unsere Ergebnisse mit dem Einsatz von Glykolsaure zeigen, dass in der Behandlung von
Asthenozoospermie und auch in der Zucht von Nutztieren die Besserung der Motilitdt von
Spermien mit verschiedenen Agenzien moglich ware. Hierzu sind sicherlich weitere
Forschungen nétig, um Langzeitwirkung und tatsachliche Erfolge in der Reproduktion absehen

zu konnen.

Die vielfaltigen Methoden, welche in der andrologischen Diagnostik zur Abklarung der Fertilitat
genutzt werden, haben sich in den letzten Jahren deutlich weiterentwickelt. Vor allem die
Evaluierung der Samenparameter sollte aber vor dem Hintergrund zahlreicher Studien, welche
keinen Zusammenhang von einzelnen Parametern wie Morphologie oder Motilitdt und Fertilitat
beobachten konnten, nochmals in Frage gestellt werden. Zudem hangt die Qualitat eines
Spermiogramms auch stark von der jeweiligen Tages- und Lebenssituation des Mannes ab.
Vor dem Hintergrund einer betrachtlichen Menge von neuen molekularen Markern und dem
immer besser werdenden Verstandnis molekularer Zusammenhange auf zellularer Ebene
sollten in der andrologischen Diagnostik vermehrt Gendiagnostik und/oder molekulare
Diagnostik des Ejakulats eingeflhrt werden, um so die Rate der idiopathischen Infertilitat von
Mannern mdglicherweise zu reduzieren und detailliertere Erkenntnisse bzgl. der Ursache zu
bekommen. Zusatzliche kbénnten so neue, innovative Therapieansatze in der Zukunft

entwickelt werden.
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6. Zusammenfassung

Die durchgefuhrten Versuche zeigen, dass die Vorwartsbeweglichkeit von Spermien sowohl

in humanen als auch in weiteren Spezies eine grof’e Rolle einnimmt.

Zudem wurde nachgewiesen, dass der Einfluss von Glykolsaure auf die Motilitat von humanen
und bovinen Spermien einen stark positiven Effekt hat. Dies gilt vor allem flr frische humane
Ejakulate als auch fiir kryokonservierte bovine Ejakulate. Vor allem zum Zeitpunkt direkt nach
Zugabe und nach 30 min. konnten wir durch unsere Versuche eine signifikante Verbesserung

der Vorwartsprogression der Spermien beobachten.

Zur Klarung der Frage nach dem Aufnahmemechanismus von Glykolsaure in das Spermium
postulieren wir, dass der Calcium-Kanal CatSper1 nicht zur Aufnahme von Glykolsaure fiihrt.
Der CatSper1-Kanal Blocker NNC 55-0396 flhrt zu einer signifikant niedrigeren Motilitat von
humanen und bovinen Spermien, jedoch kann dieser Effekt mit Glykolsaure kompensiert
werden. Dies bedeutet, dass Glykolsaure mit grofler Wahrscheinlichkeit nicht Uber den
Kalzium-Kanal CatSper1 in das Spermium aufgenommen wird. Zudem kann kein signifikant
hoherer Ca?*-Einstrom unter Einfluss von Glykolsaure in die Spermien (human) beobachtet
werden. Weiter zeigt die Immunhistochemie verschiedene Expressionsmuster von CatSper1
in humanen und bovinen Protein-Extrakten aus Spermien. Diese Experimente fihren uns zu
der Erkenntnis, dass die Aktivierung der Motilitat iber einen anderen Mechanismus stattfinden

muss.

Die mitochondriale Aktivitat unter dem Einfluss von Glykolsaure bleibt konstant und so kann
man resumieren, dass eine gesteigerte Motilitat nicht zwingend mit einer Aktivierung oder der

Rekrutierung der mitochondrialen Atmungskette in Verbindung steht.

In den Versuchen mit den verschiedenen Zuckern im Puffer-Medium der Spermien, kann
beobachtet werden, dass die Zugabe von Glucose nahezu den gleichen Effekt auf die Motilitat
von Spermien aufweist wie die Zugabe von Glykolsaure. Auch Fucose steigerte die Motilitat,
allerdings weniger effektiv als die beiden anderen Agenzien. Diese Beobachtung lasst die
Annahme zu, dass Glykolsaure tber Hexose-transportierende Mechanismen in das Spermium

aufgenommen wird.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass auf der Oberflache der
Spermienplasmamembran verschiedene Zucker gebunden werden (Glucose, Mannose und
Fucose). Diese Bindung wird quantifiziert und ein signifikant hdherer Anteil an Spermien mit
gebundenem Zucker bei Oligozoospermie- und Asthenozoospermie-Ejakulaten gefunden.
Dies konnte entweder mit einer vorbestehenden Schadigung der Spermien in Verbindung

stehen oder andere Grinde haben. Beim Vergleich von Ejakulaten von Mannern mit
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unerfiilltem Kinderwunsch und Ejakulaten von Vatern konnte bei den Probanden mit
Kinderwunsch eine signifikant niedrigere Anzahl von Spermien mit gebundenem Zucker
nachgewiesen werden (Sialinsdure-Reste und Mannose). Dies fuhrt uns zu der Annahme,
dass FITC-markierte Zucker eventuell zum Nachweis einer Fertilitdt genutzt werden konnten,
bei fehlender Relevanz von herkdmmlichen andrologischen Markern. Dies zeigt auch die letzte
Auswertung der Korrelation von Spermatogramm-Parametern mit der Korrelation von

Kinderwunsch und nachweislich gezeugten Kindern.

Diese Arbeit untersucht molekulare Mechanismen der Vorwarts-Progression von Spermien
unter dem Einfluss verschiedener Agenzien und evaluiert somit eine Substanz, die z.B. im
Rahmen einer kunstlichen Befruchtung (etwa einer ICSI- oder IVF-Behandlung) bei Paaren
mit Asthenozoospermie infrage kommen kdnnte. Diese Arbeit soll weiter darauf hinweisen,
dass das Verstandnis um die Wichtigkeit molekularer Marker in der Abklarung der mannlichen
Fertilitat verbessert werden muss. Dies konnte die Diagnose einer idiopathischen Infertilitat

reduzieren und eventuell innovative Therapieansatze ermdglichen.
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Anhang: Fragebogen und Einverstandniserklarung zur Studie

Klinikum der Universitat Miinchen  Urologische Klinik und Poliklinik

Prof. Dr. med. Christian Stief - Marchioninistrae 15 - 81377 Miinchen
Dr. med. Matthias Trottmann
matthias.trottmann@med.uni-muenchen.de

Susanne Bour (M.Sc.)
susanne.bour@med.uni-muenchen.de

www.klinikum-muenchen.de
Marchioninistr. 15
81377 Munchen

L | Telefon: +49 (0)89 4400-74896
Telefax: +49 (0)89 7095-7884

Patienteninformation und Einverstiandniserklarung

Sehr geehrter Patient,
hiermit mochten wir Sie zur Teilnahme an unserer Studie

,suntersuchung von molekularen Markern auf der Oberflache der

Spermienplasmamembran fiir die andrologische Diagnostik“

einladen.

1. Ziel der Studie

In Mitteleuropa ist jedes 6. Paar im fortpflanzungsfahigen Alter ungewollt kinderlos. Griinde
dafir sind mannliche oder weibliche Unfahigkeit zur Zeugung bzw. zur Empfangnis. Oft sind
beim Mann nach Untersuchung des Spermas Spermien vorhanden, diese weisen jedoch eine
deutlich verminderte Beweglichkeit und Lebensfahigkeit auf. Oft lassen sich aber auch die
Ursachen der Zeugungsunfahigkeit nicht ndher prazisieren — insbesondere, wenn die
Standarduntersuchungen keine auffallenden Abweichungen erkennen lassen. Bisher werden
vor allem das Aussehen und die Beweglichkeit der Spermien zur Spermienbeurteilung
herangezogen. Es konnte aber gezeigt werden, dass das Aussehen der Spermien nur
unzureichende Aussagen uber die Befruchtungsfahigkeit der Spermien ermdglicht. Im
Tiermodell wurde gezeigt, dass eine vorherige Bindung der Spermien mit dem Eileitergewebe
fur die Befruchtung der Eizelle von Bedeutung ist. Eine funktionelle Qualitatsbeurteilung

von Spermien beim Menschen in diesem Zusammenhang ist bisher nicht bekannt und kénnte
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bei der Beurteilung einer eingeschrankten Zeugungsfahigkeit sowohl diagnostisch als auch

therapeutisch von Interesse sein.

Ziel dieser Studie ist es daher, erstmals die Grundlagen der Eileiter-Spermien-
Interaktion beim Menschen zu untersuchen und einen neuen Test zur funktionellen

Spermienbeurteilung zu etablieren.

2. Vorgehensweise

Im Rahmen dieser Studie wird Ihre Samenprobe verwendet, um mikroskopische,
histochemische und molekularbiologische Untersuchungen durchzufiihren. Die Beurteilung
Ihrer Probe durch das Laborpersonal erfolgt unabhangig von dieser Untersuchung und wird

die bei Ihnen geplante Standarduntersuchung nicht beeintrachtigt.

3. Nutzen und Risiko

Als Studienteilnehmer geniefl3en Sie eine besonders intensive Betreuung durch die Prufarzte
und haben immer dieselben, erfahrenen Ansprechpersonen. Sie erhalten — ohne dass lhnen
Kosten entstehen - zusatzliche wertvolle Informationen, die fur die weitere Diagnostik und fur
die Entwicklung neuer erfolgreiche Therapiekonzepte wichtig sein kdnnen. Zudem leisten Sie

einen wichtigen Beitrag zur Entwicklung neuer Untersuchungsmethoden.

4. Datenbank

Bei dieser Studie werden die Vorschriften Uber den Datenschutz und die arztliche
Schweigepflicht eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde Uber Sie erhoben;
diese werden lhnen auf Wunsch zusammen mit den Ergebnissen der Untersuchungen
mitgeteilt. AnschlieBend werden die Daten gespeichert und durch Zuteilung einer
Studiennummer verschlisselt (pseudonymisiert), d. h. weder lhr Name noch lhre Initialen oder
Ihr Geburtsdatum erscheinen im Verschlisselungscode. Die Unterlagen werden 30 Jahre
aufbewahrt. Die Daten werden pseudonymisiert und nicht anonymisiert, da die durch die
neuen Untersuchungen gewonnenen Erkenntnisse mit den Ergebnissen der routinemafig
durchgefuhrten Untersuchungen korreliert und Ihnen mitgeteilt werden sollen. Im Falle von
Veroffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der persénlichen Daten
gewabhrleistet. Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Die Studie umfasst 200

Studienteilnehmer.
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Wir waren Ihnen fir Ihre Beteiligung an dieser Untersuchung sehr dankbar, selbstverstandlich
koénnen Sie Ihre Teilnahme jederzeit widerrufen, ohne dass lhnen daraus Nachteile entstehen.
Im Falle des Widerrufs |hrer Einwilligung werden die pseudonymisiert gespeicherten Daten in
irreversibel anonymisierter Form weiterverwendet. Der Zugang zu den Originaldaten und zum
Verschlusselungscode ist auf folgende Personen beschrankt: Dr. M. Trottmann, Susanne Bour
(M.Sc.) und Rick Paschold (Doktorand der Urologischen Kilinik). Eine Entschliisselung erfolgt

lediglich in Fallen, in denen es lhre eigene Sicherheit erfordert (,,medizinische Griinde*).

Es wird keine verschuldensunabhangige Versicherung abgeschlossen.

Bei Ruckfragen zu der Studie erreichen Sie den Studienleiter unter der folgenden

Telefonnummer:

Susanne Bour (M.Sc.), Klinik und Poliklinik fir Urologie, Feodor-Lynen-Str. 19, 81377
Minchen, Tel: 089-4400-74896

Dr. Matthias Trottmann, Klinik und Poliklinik fur Urologie, Marchioninistr. 15, 81377 Minchen,
Tel: 089-4400-0

Rick Paschold, Klinik und Poliklinik fiir Urologie, Feodor-Lynen-Str. 19, 81377 Minchen, Tel:
089-4400-74896

Ich erklare hiermit, dassichvon .....................coais (befugte Person) ausfuhrlich Uber die
Studie aufgeklart und meine offenen Fragen beantwortet wurden. Ich erteile meine
Zustimmung zur Speicherung meiner Daten unter Beriicksichtigung des oben ausgefihrten

Datenschutzes.

Ich bin mit der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und Befunddaten nach

MaRgabe der Patienteninformation einverstanden.

Ort, Datum, Unterschrift

96



Mit meiner Unterschrift erklare ich mich bereit, an der genannten Studie teilzunehmen.

Ort, Datum, Unterschrift

Aufklarende Person, Ort, Datum, Unterschrift
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Klinikum der Universitdt Miinchen LM u

Urologische Klinik und Poliklinik — Grofhadern Ludwig
Direktor: Prof. Dr. med. C. Stief

Maximilians—
Klinikum der Universitit Miinchen e Urologische Klinik und Poliklinik — GroBhadern Universitdt__

Marchioninistrale 15 ¢ D-81377 Miinchen Miinchen___

Fragebogen zur Studie ,,Molekulare Marker auf der Oberflache der
Spermienplasmamembran“

Alter:
Grole (cm) Gewicht (kg):
Relevante Vorerkrankung: |:| erfolgte Chemotherapie |:| bdsartige
rankung
EI Hodenhochstand (beidseitig/einseitig?) I:I Urogenitale
I:Fktionen I:I
Urogenitale Vor-OP Mumps —
I":Fktionen
Bekannte genetische Auffalligkeiten
I:I Sonstige:
Nehmen Sie aktuell Medikamente?
Haben Sie Kinder? |:| Nein |:| Ja (wenn Ja, wie viele? Alter?)
Unerfillter Kinderwunsch? [ ] Nein
|:| Ja, seit
Rauchen Sie? |:| Nein
|:| Ja, seit
] Weniger als 15 Zigaretten/Tag
[ ] Mehrals 15 Zigaretten/Tag
[ 1 Mehrals 30 Zigaretten/Tag
|:| Ich habe vor aufgehort. Davor waren es

(siehe Kastchen oben)

Besondere Bemerkungen:
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