-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfz CORE

provided by Publikations- und Dokumentenserver der Universitatsbibliothek Marburg

Aus dem Medizinischen Zentrum fir Hautkrankheiten
der Philipps-Universitat Marburg
Geschaftsfuhrender Direktor: Prof. Dr. R. Happle
Klinik fur Dermatologie mit Schwerpunkt Andrologie
Direktor: Prof. Dr. Walter Krause

Der Einfluss einer Leukozytospermie
auf die Morphologie humaner
Spermatozoen

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Doktorgrades der gesamten Medizin

dem Fachbereich Medizin
der Philipps-Universitat Marburg
vorgelegt von

Thorsten Steinfeldt

aus Eutin

Marburg 2002


https://core.ac.uk/display/161970325?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universitat Marburg am12.12.2002, gedruckt
mit Genehmigung des Fachbereich.

Dekan: Prof. Dr. Maisch
Referent: Prof. Dr. Krause

Korreferent: PD Dr. Heidenreich



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG

1.1 Mannliche Fertili tat

1.1.1 Ablauf der Spermiogenese

1.1.2 Ejakulatbefund und Fertilit &t

1.1.3 Der morphologische Ejakulatbefund und de Fertilit &t

1.1.4 Variahilité der Morphologie von Spermatozoen

1.2 Infertilitat und L eukozytospermie

1.2.1 Definition und Préavalenz von Leukozytospermie

1.2.2 Das physiologische Auftreten von Leukozyten im Ejakulat

1.2.3 Ursachen einer Leukozytospermie

1.2.4 Bisherige Verdffentlichungen

1.3  Untersuchungen der Spermatozoen mit dem CASA-System

1.4  Aufgabenstellung und Zielsetzung

2 MATERIAL UND METHODEN

21

2.1  Untersuchungsaufbau

21

2.2 Gewinnung und Herstellung der Ausgrichpraparate

22

2.3 DieLeukozytendetektion

23

24  Methode der Morphologie-Kl asgfikation und Ausmesaung,

24

2.4.1 WHO-Klassfikation der Spermatozoen

24

24.1.1 Klaseneintelung der Kopfdefekte

25

2.4.1.2 Schwanzdefekte

26

2.4.2 Das CASA-System

26

24.2.1 Konfiguration des Klassfikators

28

2.4.2.2 Auswahl der erhobenen Daten

29

25 Satistik

30

3 ERGEBNISSE

3.1 Gesamtstichprobe

31

31

3.2 Anteileder Spermatozoenkopfformen

34

3.3 Flachenausdehnung der Spermatozoenk opffor men

36

34 Langenausdehnung der Spermatozoenkopfformen

37

3.5 Breitenausdehnung der Spermatozoenk opfformen

38

3.6 Zusammenfasaing der Ergebnisse

39




4 DISKUSSION

41

4.1 Dieangewendete Methodik

41

4.1.1 Der Untersuchungsaufbau

41

4.1.2 Das CASA-System

43

4.2 Der Einflusseiner L eukozytospermie auf die

Spermatozoenmor phologie

45

4.3  Schlusgolgerungen

49

5 ZUSAMMENFASSUNG

6 LITERATURVERZEICHNIS

7 ANHANG

7.1 Verzeachnisder akademischen L ehrer

7.2  Lebendauf

50

52

66

66

67

7.3 Danksagung

68




1 Einleitung

1.1 Mannliche Fertilitat

1.1.1 Ablauf der Spermiogenese

Die folgende Zusammenfassung soll einen Uberblick uber die
Spermatogenese und deren endokrine Modulation geben und stitzt sich auf
Darstellungen von Aumduller (1991) und Wuttke (1990). Der Bildungsort der
reifen mannlichen Keimzellen sind die Tubuli seminiferi, die sogenannten
Hodenkanalchen. Aus den der Basalmembran der Tubuli vollstandig
anliegenden ,Reserve-Stammzellen* (Spermatogonien Typ A dark) gehen
durch mitotische Teilung ,Erneuerungs-Stammzellen“ (Spermatogonien Typ A
pale) hervor, welche durch mitotische Teilung wahrend der reguléaren
Spermatogenese zu B-Spermatogonien werden. Letztere haben nur noch
schmalen Kontakt mit der Basalmembran und treten nach ihrer Entstehung in
die Meiose ein, womit sie zu primaren Spermatozyten werden. Nach Abschluss
dieser ersten meiotischen Zellteilung liegen Spermatozyten zweiter Ordnung
vor. Dieser Vorgang wiederholt sich —ausgehend von den Spermatogonien-
alle 16 Tage. Die sekundaren Spermatozyten treten sofort nach ihrer
Entstehung in die zweite Reifeteilung ein. Nach Abschluss dieser Meiose liegen
dann die haploiden Praspermatiden vor. Die einzelnen Abkdmmlinge (der Klon)
sind noch dber Interzellularbriicken miteinander verbunden, somit riicken breite
Klone wéahrend der Samenzellbildung lumenwarts. Die Zellen eines Klons
konnen sogenannte Symplasmen bilden und im Ejakulat als doppel- oder
mehrkernige Spermien erscheinen. Noch wahrend der zweiten Reifeteilung
wird ein enger Kontakt zwischen den Praspermatiden und den Sertoli-Zellen
hergestellt und sind in bezug auf die Ernéahrung von diesen abhangig. Wahrend
dieser Zeit differenzieren sich die Praspermatiden zu Spermatiden durch
Entwicklung von Akrosom und Flagellum, wobei sie sich unter Elongation und
Kondensation des Kernchromatins  zu Spermatozoen weiterentwickeln.

Charakteristisch ist eine zunehmende Zellstreckung, wobei zunéchst ein mit



Hyalinuronidase gefillter Vesikel des Golgi-Apparates mit dem Zellkern in
engen Kontakt tritt. Die Hyaluronidase daut spéater die Eizellhtlle beim Durchtritt
des Spermiums an. Der Zellkern, der zum Kopf des reifen Spermiums wird,
erhalt eine ovale Form, das Zytoplasma wird nach hinten verdrangt, wahrend
das Akrosom sich abplattet und die Vorderseite des Kerns wie eine Kappe
Uberzieht. Nach Beendigung des geschilderten Ablaufs werden die
Spermatozoen ins Rete Testis geschwemmt. Der beschriebene
Spermatogenesezyklus dauert etwa 74 Tage. Da in ein und demselben Bereich
des Tubulusepithels drei verschiedene Stadien der Spermatogenese stattfinden
konnen, die alle verschiedene Hormonspiegel bedirfen, stellt sich im
spermiogenetischen Epithel ein empfindliches Gleichgewicht an trophischen
und differenzierungsférdernden bzw. endokrinen Substanzen ein. Die kleinste
Stérung fuhrt zur Bildung pathomorpher Samenzellen. Uber die Ductuli
efferentes testes gelangen die Spermatozoen dann in den Nebenhoden, wo sie
heranreifen. Man nimmt an, dass es durch eine Veranderung der
Spermienmembran zu einer Erhdhung der Motilitat kommt. Im Nebenhoden
finden Resorptions- und Sekretionsprozesse statt. Resorbiert werden auch
korpuskulare Bestandteile, z.B. verbliebene Restkérper und Spermatozoen.
Auch die Tatigkeit des Nebenhodenepithels steht stark unter dem Einfluss von
Geschlechtshormonen. Die Reifungs- und Transportvorgange durch den
Epididymis nehmen 8 bis 16 Tage in Anspruch, womit vom Beginn der
Spermatogenese bis zum Erscheinen der Spermatozoen im Ejakulat 82 bis 90
Tage vergehen kénnen. Ein grosser Teil der Spermatozoen wird in den Vasa
deferentia und in der Ampulla ductus deferentis gespeichert und kénnen hier

uber Monate ihre Befruchtungsfahigkeit behalten.

Zentrale Regulatorhormone der Spermatogenese stellen LH und FSH
dar. Die Sekretion dieser Gonadotropine wird durch das hypothalamische
Releasinghormon GnRH moduliert. Die Gonadotropinausschuittung kann durch
kompetitive Hemmung der GnRH-Rezeptoren als auch direkt durch
Testosteron, DHT und Ostrogen gehemmt werden. Weiterhin hat das durch die

Sertolizellen gebildete Inhibin eine potentiell inhibierende Wirkung, das Activin



einen stimulierenden Effekt auf die Gonadotropinsekretion. Ausserdem wirken
diese Hormone intratestikular stadienspezifisch auf die Interaktionen der Sertoli-
mit den Keimzellen ein. LH wirkt Gber das unter seinem Einfluss in den
Leydigzellen gebildete Testosteron indirekt auf die Spermatogenese ein,
wahrend FSH Uber die Sertolizellen direkten Einfluss auf die Gametogenese
besitzt. In den Testes werden nur auf den somatischen Zellen
Androgenrezeptoren exprimiert, welche dann die Androgenwirkung an die
Keimzellen weitervermitteln, wobei eine direkte Wirkung auf die Keimzellen
durch androgenbindendes Protein diskutiert wird. Fur die Initiierung und
Erhaltung einer nur qualitativ intakten Spermatogenese beim Menschen kann
die alleinige Anwesenheit von FSH oder LH ausreichend sein. Es ergeben sich
Hinweise darauf, dass diese beiden Hormone den jeweils anderen Rezeptor
positiv beeinflussen kénnen. Gleichzeitig fihren FSH und Testosteron zu einer
verstarkten  Proliferation der A-pale Spermatogonien (Erneuerungs-
Stammzellen). Neben der endokrinen Regulation beeinflussen zusatzlich lokale
Regulationsmechanismen die Gametogenese. Neben parakriner
Kommunikation und Interaktion zwischen einzelnen Zellen und Kompartimenten
des Hodens liegen auch autokrine und intrakrine Mechanismen vor, weshalb
von der Existenz lokaler Faktoren gesprochen wird. Testosteron wirkt als in den
Leydigzellen produzierter endokriner Faktor und lokaler Regulator direkt auf die
Samenkanalchen. Es steuert lokal die Spermatogenese und hat einen
unmittelbaren Einfluss auf die peritubuldren Zellen, weshalb auch die
Exprimierung von Androgenrezeptoren durch Testosteron moduliert wird. Der
letztgenannte Effekt wird zusétzlich Gber die Sertolizellen durch FSH signifikant
verstarkt. Von Keimzellen gebildete lokale Faktoren wie B-Endorphine greifen
inhibierend in die Interaktionen der Leydig- mit den Sertolizellen ein, wahrend
o-MSH und ACTH an dieser Stelle stimulierend einsetzen. Auch die Regulation
der testikularen Temperatur obliegt hormonellen Einflissen. Stimulierend auf
die testikulare Gefassaktivitdt wirken Adenosin und Kallikrein, inhibitorisch

wirken Prostaglandine, Histamin und Serotonin. LH und hCG beeinflussen Gber



Rezeptoren an Endothelzellen inhibierend als auch stimulierend die

Vasoaktivitat.

Entscheidend ist, dass diese endokrinen Modulationen im Rahmen der
Spermatogenese lUbergeordneten Einflussmdglichkeiten des Hypothalamus und
der Grosshirnrinde unterliegen. Auch die Relevanz des vegetativen
Nervensystems und dessen komplexe Wechselwirkungen mit den
beschriebenen Regelkreisen sowie die direkte Wirkung seiner endokrinen
Korrelate auf das beschriebene Organsystem darf im Zusammenhang mit
dieser Untersuchung nicht unterschatzt werden. Aufgrund der Komplexizitat
dieser Zusammenhange und noch vieler offener Fragen auf Ebene der
Spermatogenese sowie deren endokriner und neuronaler Modulation, lassen
sich nur in wenigen Féllen spezifische Ejakulatbefunde einer entsprechenden

Stérungen zuordnen.

1.1.2 Ejakulatbefund und Fertili tat

Der Ejakulatbefund als wichtigste Laboruntersuchung im Rahmen der
Fertilitdtsdiagnostik kann in Anlehnung an WHO-Vorgaben charakterisiert
werden (WHO, 1999). Das Fehlen reifer Spermien wird als Azoospermie, Werte
kleiner als 10° Spermatozoen/ml Ejakulat als Kryptozoospermie, Werte kleiner
als 20 mal 10%ml als Oligozoospermie und Werte iber 250 mal 10%ml als
Polyzoospermie beschrieben. Bei einem Anteil von weniger als 50% progressiv
motilen Spermien im Ejakulat wird von Asthenozoospermie, bei mehr als 70%
deformierter Spermien wird von Teratozoospermie gesprochen. Wenn keiner
dieser Befunde vorliegt, wird dieses als Normozoospermie bezeichnet.
Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen Ejakulatparametern und
tatsachlicher Fruchtbarkeit liegen einige Untersuchungen mit verschiedenen
Studiendesigns vor (z.B. Matorras et al., 1995; Mayaux et al., 1985; Hinting et

al., 1988), die jedoch durchweg zeigen, dass der Zusammenhang zwischen



Ejakulatqualitdt und Befruchtungswahrscheinlichkeit nicht sehr eng ist. Welcher
Basisparameter von grosserer oder geringerer Bedeutung ist, konnte bisher
nicht zweifelsfrei bestimmt werden. Bezlglich des Einflusses der Morphologie
auf die Fertilisierungsrate konnten Untersuchungen von Kruger et al. (1986),
Grow et al. (1994) und Holland-Moritz et al. (1992) einen signifikanten Anstieg
der Fertililsierungsrate bei ansteigendem Anteil ,normalgeformter”
Spermatozoen im Ejakulat zeigen. Jedoch ist es auch anhand dieser Studien
nicht moéglich kritische Werte festzulegen, anhand derer man eine Befruchtung

sicher ausschliessen kann.

1.1.3 Der morphologische Ejakulatbefund und die Fertili tat

Die Spermatozoenmorphologie hat fur die Fertilisierungskapazitat eine
grundlegende Bedeutung, da pathomorphe Spermatozoen Zervikalschleim
schlechter durchdringen kénnen (Katz et al. 1990). Zudem hat sich die
Spermatozoenmorphologie als Prognoseparameter bezlglich der
Spermatozoenfunktion (Mortimer et al. 1990) und der Befruchtungsfahigkeit der
Samenzellen bei der assistierten Reproduktion (Kruger et al. 1988,1993; Grow
et al. 1994) erwiesen. Durch Untersuchungen an Spermatozoen, die aus dem
weiblichen Genitaltrakt entnommen worden waren, konnten Kriterien erstellt
werden, die ein morphologisch als normal zu bezeichnendes, zur Befruchtung
fahiges Spermatozoon, hinreichend beschreiben konnten. Diese ,Normalwerte*
werden in einem folgenden Kapitel erlautert und stellen die Kriterien nach WHO
(WHO 1999) dar (vgl. 2.4.1). Die WHO fordert, dass ein normales Ejakulat
mindestens 30% normalgeformte Spermatozoen enthalt. Bisher konnte noch
nicht festgestellt werden, bei welchem Prozentsatz sicher keine Befruchtung
mehr maoglich ist. Bei einem Anteil von Uber 70% abnorm geformter
Spermatozoen wird von einer Teratozoospermie, bei einer derart hohen Rate
geht oft auch eine Oligo- und oder eine Asthenozoospermie (Singer et al. 1980)
einher. In einem solchen Falle wird von einem OAT-Syndrom (= Oligo-

Astheno-Teratozoospermie-Syndrom) gesprochen. Beziglich der Relevanz



und der Auswirkungen der verschiedenen morphologischen Abweichungen sind
sich viele Autoren nur hinsichtlich der Tatsache einig, dass pathomorphe
Spermatozoen die Zervix nur zu einem geringen Teil passieren und somit fur
eine Fertilisierung ausfallen (Eggert-Kruse et al. 1995), ansonsten werden
einige voneinander abweichende Arten von Kriterien zur Beurteilung der
Morphologie und der Genese von abnormen Formen diskutiert. Die
Untersuchungen mehrerer Arbeitsgruppen geben die sogenannten ,strictly
normal sperm criteria“ an (Kruger et al. 1988 und 1993; Enginsu et al. 1993;
Kaskar et al. 1994), nach denen allein der Prozentsatz an normalen
Spermatozoen Uber die Wahrscheinlichkeit des Eintritts einer Schwangerschaft
bestimmt. Die untere Grenze normaler Fertilitat soll bei 14% normaler
Spermatozoen im Ejakulat liegen. Bei einem Anteil normaler Spermatozoen
zwischen 4% und 14% ist sie eingeschrankt fertil, und bei Vorliegen von
weniger als 4% streng normaler Spermatozoen wird von einer Infertilitat
gesprochen. Andere Autoren versuchen ausgehend von der Pathomorphologie
der Spermatozoen Rickschlisse auf die Pathophysiologie der mannlichen
Reproduktionsorgane zu ziehen. Die Dusseldorfer Klassifikation entspricht den
Thesen von einigen Autoren, die durch Vergleich von
Spermatozoenmorphologien und Hodenbiopsiebefunden erarbeitet wurde
(Hofmann 1979; Hofmann und Haider 1985). Da diese Untersuchungen bislang
noch von keiner anderen Arbeitsgruppe durchgefihrt wurden, sind die Thesen
weniger anerkannt. Nach der Dusseldorfer Klassifikation werden drei
Hauptgruppen morphologischer Storungen unterschieden. Hierbei handelt es
sich um Uberstreckungsstorungen, Akrosomdefekte und Flagellumstérungen.
Diesen morphologischen Defekten werden nach der genannten Klassifikation
pathophysiologische Korrelate zugeordnet. Zusatzlich werden nach dieser Art
der Beurteilung ausgehend vom Auspragungsgrad der morphologischen
Storung auch verschiedene Schweregrade der Pathomorphologie
unterschieden. Die Frankfurter Nomenklatur basiert auf der Disseldorfer
Klassifikation und unterscheidet sich lediglich darin, dass sie einzelne Klassen

aus praktikablen Griinden zu grésseren Gruppen zusammengefasst hat.



Zusammenfassend muss festgestellt werden, dass man bisher nicht in
der Lage war, Grenzwerte oder Kriterien festzulegen, anhand derer man eine
Befruchtung ausschliessen kann. Bei zur Hilfenahme der morphologischen
Untersuchung kann jedoch zumindest angenommen werden, dass im ,unteren
Qualitatsbereich® eine Fertilitatseinschrankung vorliegt. Um allerdings
prognostische Aussagen machen zu koénnen, muss die Variabilitat der
Ejakulatqualitat in bezug auf die Morphologie von Spermatozoen berticksichtigt

werden.

1.1.4 Variabilitat der Morphologie von Spermatozoen

Um Aussagen hinsichtlich der Qualitat eines Ejakulats zu machen, muss
sicher sein, wie gross die intraindividuellen Variationsbreiten beztglich der
Basisparameter Konzentration, Motilitdtt und Morphologie sind. Auch die
Abhangigkeit dieser Parameter von der Abstinenz und anderen Einfliissen
muss bei einer Langsschnittstudie bekannt sein. Da in der vorliegenden
Erhebung lediglich die Spermatozoenmorphologie herangezogen wird, sollen
sich entsprechende Erlauterungen auf diesen Parameter beschréanken.

Es liegen einige Untersuchungen vor, die in prospektiven Langsschnittstudien
die Varianz der Spermatozoenmorphologie darstellen konnten. So konnte eine
Erhebung von Poland et al. (1986) bei 15 gesunden Mannern Uber einen
Zeitraum von einem halben Jahr und allzweiwéchiger Ejakulatgewinnung keine
Abhangigkeit der Morphologie von der Abstinenz zeigen. Zudem ergab diese
Untersuchung, dass jeder Proband eine ganz spezifische Spermienmorphologie
bei geringer Varianz der einzelnen Klassifikationsgruppen aufweist. Diese
Ergebnisse beziglich der Morphologie lagen gegenteilig hinsichtlich der
Spermatozoenkonzentration vor. Auch Untersuchungen von Hotchkiss (1941)
und MaclLeod (1964) beschreiben ein individuell charakteristisches
Spermiogramm, nachdem sogar die Probanden identifiziert werden konnten.
Weitere Einflussgrossen auf die Morphologie stellen zum Beispiel das Alter
(Schwartz, 1983) sowie auch toxische Substanzen (Gerhard, 1992) dar.



1.2 Infertilitat und Leukozytospermie

1.2.1 Definition und Pravalenz von Leukozytospermie

Der Begriff der Leukozytospermie beschreibt die Uberschreitung einer
festgelegten Anzahl von Leukozyten im Ejakulat. Nach Kriterien der WHO
(1993) wird von einer Leukozytospermie bei Anwesenheit von mehr als 10°
Leukozyten/ml Ejakulat gesprochen. Ihre Pravalenz hangt von der untersuchten
Population als auch von den verwendeten Untersuchungsmethoden ab (Wolff,
1995). So differieren die Ergebnisse durchgefihrter Studien sehr stark. Bei
Verwendung immunzytologischer Methoden zur Ermittlung der
Leukozytenkonzentration wurden im Mittel hohere Konzentrationen festgestellt
als bei Verwendung der Peroxidase-Methode (Politch et al., 1993). Die WHO
gibt eine Haufigkeit der Leukozytospermie bei infertilen Patienten von 10% bis
20% an.

1.2.2 Das physiologische Auftreten von Leukozyten im Ejakulat

Die Prasenz von Leukozyten im Ejakulat ist nicht pathologisch per se, da
das Vorhandensein von Granulozyten, Lymphozyten und Makrophagen
physiologisch auftritt. Die Hoden enthalten eine hohe Zahl an interstitiellen
Makrophagen (Hermo et al., 1978; Pdllanen et al., 1987; El- Demiry et al., 1987)
und Mastzellen (Hermo et al., 1978, Hofmann et al., 1983; Maseki et al., 1981;
Nagai et al., 1992). Im normalen testikularen Gewebe befinden sich wegen der
Blut-Hoden-Schranke keine Leukozyten in den Tubuli seminiferi (Dym et al.,
1970; Johnson et al., 1970; Tung et al., 1971). Im Rete testis und den Ductuli
efferentes ist die Blut-Hoden-Schranke abgeschwacht, was den Immunzellen
einen Kontakt mit den Spermatozoen und ein Ubertreten in das exkretorische

Kompartiment ermdglicht. Tierversuche haben gezeigt, dass das Rete testis die
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wichtigste Kontaktstelle zwischen aktivierten Immunzellen und Spermatozoen
ist (Tung et al., 1987). Im Epididymis liegt eine dichte Population von
Lymphozyten und Makrophagen vor (Dym et al., 1975; Wang et al., 1983;
Yeung et al., 1994). Ahnlich wie das Rete testis scheint im Epididymis eine
aktive Immunregulation zur Vermeidung autoimmuner Affektionen von
Spermatozoen stattzufinden (Ritchie et al., 1984). Deformierte und seneszente
Spermien werden dort von Makrophagen phagozytiert (Tomlinson et al., 1992).
In einigen Studien konnte nachgewiesen werden, dass der Grossteil der
Spermatozoenphagozytose im Epidydimis stattfindet (Phadke et al., 1961;
Phadke, 1975; Holstein, 1978). Bei vasektomierten Patienten konnten
signifikant weniger Leukozyten nachgewiesen werden als in nicht-
vasektomierten (Olsen et al., 1984; Anderson et al. 1990). In den Vasa
deferentes lassen sich in hoher Konzentration T-Lymphozyten und
Makrophagen feststellen, deren Hauptfunktion Pravention ascendierender
Infektionen sein soll (EI-Dimiry et al.,, 1985). In den Samenblaschen ist die
Konzentration an Immunzellen vermindert (EI-Dimiry et al., 1985). Die dortige
Sekretion immunsuppressiver Substanzen soll dabei eine Rolle spielen
(Aumdller et al., 1992). Vergleichbar mit dem Epididymis und den Vasa
deferentes enthélt auch die Prostata eine hohe Konzentration an T-
Lymphozyten (EI-Dimiry et al., 1985). Zusatzlich konnten im Interstitium auch B-
Lymphozyten beschrieben werden, die der Ursprung der sekretorischen
Immunglobuline im Ejakulat sein kodnnten. Vor dem Hintergrund, dass
Granulozyten den wichtigsten Leukozytenanteil im Ejakulat vasektomierter
Patienten darstellen, und nur im geringen Ausmass im Hoden und Epididymis
vorkommen, ist es naheliegend, dass der grosste Anteil der Granulozyten der

Prostata und dem Epididymis entstammt (Anderson et al. 1990).

Fur das Verstdndnis eines potentiellen Pathomechanismus der
Beeintrachtigung der Fertilitat unter Leukozytospermie ist die Verteilung der
Leukozytensubpopulationen nicht unerheblich. Als dominierender Subtyp der
Leukozyten wurde in einigen Studien der Granulozyt als dominierender Zelltyp
beobachtet (Eggert-Kruse et al., 1992; Wolff et al., 1988; Aitken et al., 1994;

11



Tomlinson et al.,1993). Im allgemeinen reprasentieren Granulozyten 50% bis
60%, Makrophagen 20% bis 30% und T-Lymphozyten lediglich 2% bis 5% aller

Leukozyten im Ejakulat. Plasmazellen und B-Lymphozyten werden seltener
angetroffen (Wolff et al., 1988).
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1.2.3 Ursachen einer Leukozytospermie

Bei jedem Auftreten von Leukozyten im Ejakulat muss eine bakterielle
Erkrankung als Ursache in Betracht gezogen werden. Die Bedeutung von
Mikroorganismen bei Leukozytospermie wurde durch Untersuchungen von
Berger et al. (1983), Giamarellou et al. (1984) und Micic et al. (1989) gestutzt,
die eine Reduktion der Leukozytenkonzentration unter antibiotischer Therapie
beobachteten. Fraglich ist, ob eine Leukozytospermie grundsatzlich auch das
Vorhandensein einer Infektion bedeutet. Auch ist die Trennung von Infektion
und harmloser bakterieller Besiedlung sehr wichtig. Im Rahmen einer Infektion
muss eine Beschadigung oder Dysfunktion eines Organs durch
Mirkroorganismen hervorgerufen sein (Merlin et al., 1994). Die zwei haufigsten
Erreger bei Infektionen im Genitaltrakt mit potentieller Pathogenitat sind
Ureaplasma urealyticum und Chlamydia trachomatis. Beide konnen eine
Urethritis (Bowie et al., 1984) und Prostatitis (Brunner et al., 1983; Hofstetter et
al., 1970; Bruce et al., 1983) induzieren. Chlamydia trachomatis ist am
haufigsten Ursache der akuten Epididymitis bei jungen Mannern (Berger et al.,
1978; Bruce et al., 1981) und der Tuben-Infertilitat bei Frauen (Paavonen et al.,
1989; Sellors et al., 1988). Wie haufig Mikroorganismen die Ursache einer
Leukozytospermie bei infertilen Patienten sind ist unsicher. Die meisten Autoren
sehen keine signifikante Beziehung zwischen dem Auftreten von Leukozyten
und Mikroorganismen im Ejakulat (El Demiry et al., 1986; Harrison et al., 1991;
Berger et al., 1982; Hillier et al., 1990; Barrat et al., 1990, Close et al., 1990;
Cumming et al., 1990). Wolff et al. (1995) stellten bei 54 von 100 Mannern mit
Leukozytospermie eine negative Mikrobiologie und Serologie im Ejakulat fest.
Bei 23 Patienten lagen Chlamydia trachomatis-Antikérper vor. Eine weitere
Untersuchung (Wolff et al., 1994) zeigte, dass bei Gber 90% dieser Chlamydia
trachomatis-Antikorper-positiven Manner keine Chlamydien mehr nachweisbar
waren. Auch in dieser Untersuchung waren 80% der untersuchten Ejakulate
von Patienten mit Leukozytospermie mikrobiologisch negativ. Bei Vorliegen

hoher Keimkonzentrationen werden vor allem Escherichia coli, Ureaplasma
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urealyticum und Chlamydia trachomatis als Verursacher einer Infektion im
Genitaltrakt vorgefunden (Brunner et al., 1983; Hofstetter et al., 1970; Meares
et al., 1980). Andere Grinde fur eine Leukozytospermie kénnen der Konsum
von Zigaretten, Alkohol oder Marihuana sein (Close et al., 1990). Eine
Erklarung hierfir gibt es bisher nicht. Tomlinson et al. (1992) stellten einen
Zusammenhang zwischen hohen Leukozytenkonzentrationen im Ejakulat und
normalen Spermatozoenkonzentrationen und deren Morphologie fest. Da
Ejakulate oligospermer Patienten eine geringere Konzentration an Leukozyten
aufwiesen, folgerten ~ Tomlinson et al (1992), dass hohe
Spermatozoenkonzentrationen hohe Leukozytenwerte mit sich bringen. Auch
bei chronischen Viruserkrankungen kann eine Leukozytospermie auftreten. So
bei HIV Typ I- (Anderson et al., 1992), Cytomegalie- (Lang et al., 1972) und
Hepatitis B-Infektion (Greenblatt et al., 1986). Einige Manner zeigen eine
Leukozytospermie Uber einen langen Zeitraum auf. Bei den meisten von ihnen
liegt kein mikrobiologischer Befund vor, selbst diejenigen mit positivem
mikrobiologischen Befund behalten nach Eradikation eines Erregers die
Leukozytospermie. Andere weisen ein Abfallen der Leukozytenkonzentration im
Ejakulat ohne vorgenommene Therapie auf (Comhaire et al., 1986; Purvis et al.,
1993). Auch ware ein Zusammenhang zwischen sexueller Abstinenz und dem
Auftreten von Leukozyten im Ejakulat denkbar (Wolff, 1995). So erklart Wolff
(1995) die Mdoglichkeit einer Erhéhung der Leukozytenkonzentration durch das

vermehrte Auftreten alternder Spermatozoen im Epididymis (vgl. 1.2.3.).
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1.2.4 Bisherige Vero6ffentlichungen

Es liegen viele Untersuchungen vor, die eine negative Beeintrachtigung
der Spermatozoenfunktion beschreiben. Auf der anderen Seite konnten
verschiedene Studien keine negativen Effekte bestatigen. Die meisten
epidemiologischen Erhebungen vergleichen die seminalen
Leukozytenkonzentrationen von infertilen Patienten mit denen einer fertilen
Kontrollgruppe. Auroux et al. (1985) stellten einen signifikant hdheren Anteil von
Granulozyten der Rundzellfraktion bei 102 subfertilen im Gegensatz zu 106
fertien Mannern fest. Wolff und Anderson (1988) massen eine ho6here
Leukozytenkonzentration bei 51 infertilen Patienten (Medianwert: 1,035 mal 10°
Leukozyten / ml) als bei den 17 fertilen Mannern der Kontrollgruppe
(Medianwert: 0,17 mal 10° Leukozyten / ml). Im Gegensatz dazu erhoben El-
Demiry et al. (1986) signifikant hohere Leukozytenkonzentrationen bei 12
fertilen Personen als bei 69 Infertilen. So auch Kung et al. (1993), die die
Leukozytenkonzentration von 16 fertilen mit denen von 49 infertilen Patienten
verglichen und wie auch El-Demiry et al. (1986) niedrigere Konzentrationen von
Leukozyten bei den Infertilen feststellten. Kung et al. (1993) beobachteten
zudem eine Verminderung des Anteils der morphologisch normalen
Spermatozoen bei erhdhten Leukozytenkonzentrationen im Ejakulat. Wang et
al. (1994) verglichen die Leukozytenkonzentrationen von 101 infertilen mit
denen von 10 fertilen Spendern. Bei dieser Erhebung konnte nur eine gering
hohere Leukozytenkonzentration bei den infertilen Patienten nachgewiesen
werden. Die Pravalenz fir eine Leukozytospermie war bei der
Untersuchungsgruppe (infertile Personen) hoéher. Von den 101 Spendern der
infertilen Gruppe lag bei 8 Patienten eine Leukozytospermie vor, wahrend diese
kein Patient der Fertilen aufwies. Die Heterogenitat der Ergebnisse wird durch
eine Studie von Harrison et al. (1991) bestatigt, die Leukozytenkonzentration
bei fertilen Mannern untersuchten. Alle sind in den davor liegenden 12 Monaten
Vater geworden. Harrison et al. (1991) massen im Median 0,08 mal 10°

Leukozyten/ml im Ejakulat. Bei der vorliegenden Vielfaltigkeit der Ergebnisse
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muss kritisch hinterfragt werden, ob eine Standardisierung der Messmethoden
und Bedingungen vorliegt. Verschiedene Klinische Studien stellten einen
Zusammenhang zwischen Leukozytenkonzentration und
Spermatozoendysfunktion dar. Berger et al. (1982) erkannten eine signifikant
inverses Verhéltnis zwischen Granulozyten-Konzentration und einem
erfolgreichen Hamster-Ei-Penetrations-Test. Zusétzlich waren erhdhte
Leukozytenkonzentrationen assoziiert mit verminderter Spermienkonzentration.
In einer weiteren Studie behandelten Berger et al. (1983) 32 Manner mit einem
schlechten Hamster-Ei-Penetrations-Test tGber 20 Tage mit Doxycyclin. Bei 18
Méannern normalisierte sich der Penetrations-Test, bei 7 Partnerinnen stellte
sich eine Schwangerschaft ein. Auch in dieser Erhebung korrelierten die
Penetrations-Test-Ergebnisse mit der Leukozytenkonzentration im Ejakulat.
Zusatzlich beobachtete Berger et al. (1983) eine Kontrollgruppe von 30
Mannern mit ebenfalls schlechten Penetrations-Test ohne Doxycyclin-Therapie.
Bei diesen Patienten blieb der Penetrations-Test pathologisch,
Schwangerschaften bei Ehefrauen stellten sich nicht ein. Maryuyama et al.
(1990) kamen =zu dem gleichen Ergebnis bei ahnlicher Methodik.
Interessanterweise lag bei den untersuchten Patienten eine sehr hohe
Pravalenz fur Leukozytospermie vor. Bei 134 von 243 Mannern (55,1%) wurde
eine Leukozytenkonzentration von tber 3 mal 10° Leukozyten/ml gemessen.
Bei dieser Studie wurden jedoch Fehler bei der Methodik eingeraumt. Cohen et
al. (1985) und Talbert et al. (1987) erkannten die Leukozytenkonzentration im
Ejakulat als praediktiven Faktor fir einen fehlgeschlagenen IVF-ET (In-Vitro-
Fertilisation-Embryotransfer). Wolff et al. (1990) entdeckten eine signifikante
Beziehung zwischen Leukozytospermie und verminderter
Spermatozoenqualitat. Bei 138 infertilen Mannern ohne Leukozytospermie lag
eine signifikant hohere Spermienkonzentration bei besseren
Motilitatsparametern als bei 41 infertilen Mannern mit Leukozytospermie vor. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch Eggert-Kruse et al. (1992) und Gonzales et
al. (1992), die bei Infertilen mit erhdhten Leukozytenkonzentrationen eine
verminderte Spermienkonzentration, Motilitit und Morphologie feststellten.
Studien von Aitken et al. (1994) und Tomlinson et al. (1993) konnten keine
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negativen Effekte von Leukozyten auf die Spermatozoenfunktion und Fertilitat
darstellen. Die gemessenen medianen Leukozytenkonzentrationen dieser
Autoren lag —fertile und infertile Patienten- bei nur 13000 und 14000
Leukozyten/ml Ejakulat. Harrison et al. (1991) massen bei Verwendung der
gleichen Methode eine mediane Konzentration von 0,8 mal 10° Leukozyten/ml
bei fertilen Méannern. De Geyter et al. (1994) konnten keine Beziehung
zwischen Leukozytenkonzentration und Erfolg des IVF-ET (in vitro Fertilisation-
Embryo-Transfer) erkennen. Die Morphologie der Spermien wurde nicht durch

das Auftreten von Leukozyten im Ejakulat beeintrachtigt.
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1.3 Untersuchung der Spermatozoen mit dem CASA-System

In dieser Untersuchung wird ein CASA-System zur Ausmessung der
Spermatozoenmorphologie eingesetzt. Die Begrindung hierfur liegt in der
teilweise nur unzureichend aussagefahigen Qualitdt der erhobenen
Routinedaten. Erhebungen von Menkfeld et al. (1990) und Kruger et al. (1987)
beschreiben den Mangel an Objektivitat von mit dem Lichtmikroskop in der
Routine ermittelten Daten. Hierfir kommen einige Ursachen in Betracht. So
werden mehrere Personen fir die herkdbmmlichen Messungen eingesetzt, die
jedoch alle nach subjektiven Erfahrungswerten mehr oder weniger verschieden
klassifizieren (Zaini et al., 1985). Die so erhaltenen Spermiogramme mdgen im
Einzelfall gentigend Aussagekraft haben, kénnen jedoch nicht fir vergleichende
Studien oder interlaboriell verwendet werden. Die Ergebnisse hangen
wesentlich von Erfahrung und Ausbildung des Untersuchers ab. Somit
differieren die Auswertungen von Labor zu Labor und selbst in einem Labor
konnen die Ergebnisse der Morphologie stark voneinander abweichen (Zaini et
al., 1985). Wenn zum Beispiel in einem Praparat viele kleine aber noch normale
Spermatozoen vorliegen, jedoch im folgenden Praparat relative grosse,
ebenfalls noch normale Spermatozoen, dann besteht die Gefahr, dass der
Untersucher die Spermatozoen des zweiten Ausstrichs als zu gross klassifiziert.
Zum anderen ist es ohne Computer schwer moglich, Flachen eines Spermiums
zu vermessen. Durch Einsatz des CASA-Systems wird die Maoglichkeit
geschaffen immer nach gleichen Kriterien zu klassifizieren, zusatzlich wird
durch die genaue Ausmessung in pm und pm? eine in bisherigen Studien nicht
vorhandene Genauigkeit erreicht. Die Umsetzung der Einhaltung genauer
Masskriterien in Einheiten bei der Klassifikation ist erst bei Einsatz dieses
Computer-Systems mdglich. Desweiteren sollen im Rahmen dieser Studie bei
Verwendung des CASA-Systems mehr Parameter und somit mehr Daten als
bei der lichtmikroskopischen Routine-Untersuchung erhoben werden, evtl.
konnten Effekte die vorher in zusammenfassenden Variablen enthalten waren

isoliert und dargestellt werden. Zusatzlich kénnen die mit dem CASA-System
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erhobenen, standardisierten Daten auch von anderen Labors verwendet
werden. Als Nachteil dieses Systems muss die fehlende Flexibilitdt bei
schlechten Praparatfarbungen genannt werden, wodurch oftmals eine Messung
unmdglich wird. So farben sich viskdsere Ejakulate zu stark an und verhindern
eine Identifikation durch den Computer. Zum anderen hat das CASA-System
Schwierigkeiten zu dicht beieinander liegende Spermatozoen voneinander zu
trennen und damit zu klassifizieren (Steigerwald, 1997). Auch die Klassifikation
von Spermatozoen-Mittelstiicken ist mit Hilfe dieses Systems nicht mdglich. Die
Methoden der Klassifikationen und Farbemethoden werden in den folgenden

Kapiteln naher erlautert.
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1.4 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Im Rahmen dieser Erhebung soll der Einfluss einer Leukozytospermie auf die
Morphologie von humanen Spermatozoen uberprift werden. Vor dem Hintergrund,
dass die bisher durchgefuhrten Arbeiten uneinheitliche Ergebnisse aufzeigen und
gegensatzliche Schlussfolgerungen mit sich bringen, soll diese Untersuchung durch
Anwendung beschriebener Methoden (vgl. 1.3) prazisere und objektivere Daten
aufnehmen und die Bandbreite erhobener Daten erweitern. Desweiteren sollen

folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Sind Effekte bei den Prozentanteilen der grossen, kleinen, kugeligen, langlichen
oder amorphen Spermatozoenkopfformen aufzuzeigen ?

2. Konnen Beeintrachtigungen bezuglich der Flachen-, Langen- oder
Breitenausdehnungen der Klassifikationsparameter dargestellt werden ?

3. Treten Effekte bei der Spermatozoenschwanzmorphologie auf ?

4. Ist das CASA-System den Ansprichen gerecht geworden ?
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2 Material und Method en

2.1 Untersuchungsaufbau

Es lagen Daten von 82 Patienten vor, die die Klinik fir Andrologie der
Universitatsklinik in  Marburg wegen eines unerfillten Kinderwunsches
aufsuchten. Die Untersuchungsteilnehmer sind alle anlasslich ihrer
entsprechenden Untersuchungen und Diagnostik in der Abteilung fur Andrologie
erschienen und wurden somit nicht zum Zwecke der Datenerhebung einbestellt.
Zu zwei Zeitpunkten wurde die Spermatozoenmorphologie ausgewertet.
Zwischen der ersten und der zweiten Untersuchung musste mindestens ein
Zeitraum von zwei Monaten liegen jedoch nicht mehr als ein Jahr. Neben einer
Uberprifung der Morphologie der Spermatozoen innerhalb eines festgelegten
Zeitraumes bei 42 Mannern mit vorliegender Leukozytospermie, wurden gleiche
Untersuchungen bei 40 Patienten ohne Leukozytospermie als Kontrollgruppe
durchgefiihrt. Eine  Azoospermie und Kryptozoospermie stellten
Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der vorliegenden Untersuchung dar.
Um die Kriterien einer Leukozytospermie zu erfillen, mussten mehr als 10°
Leukozyten/ml vorhanden sein. Des weiteren musste bei den Patienten der
Untersuchungsgruppe zu beiden Zeitpunkten eine Leukozytospermie vorliegen.
Die Datenerhebung erfolgte in Klinik fir Andrologie in Marburg zwischen dem
18.9.1999 und dem 01.10.2000. Die Patienten unterzogen sich einer
grindlichen Anamnese und kérperlichen Untersuchung zur Identifizierung
fertilitatseinschrankender Faktoren. Zum Abschluss ihres Aufenthaltes in der
Abteilung wurde das Ejakulat gewonnen. Die morphologische Untersuchung der
Spermatozoen fand verblindet statt, das heisst, der Untersucher konnte die

Befunde keinem Patienten zuordnen.
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2.2 Gewinnun g und Herstellung der Ausstrichpraparate

Die Ejakulatgewinnung durch Masturbation erfolgte in einem labornahen
Raum. Die Patienten sollten mindestens drei Tage sexuelle Abstinenz
einhalten. Nach vollstandiger Verflissigung und Durchmischung der
Samenflissigkeit wurde mit einer Pipette ein Ejakulattropfen auf einen
Objekttrager aufgebracht, ausgestrichen und anschliessend 24 Stunden
luftgetrocknet. Danach wurde die Ejakulatflissigkeit nach der Papanicolaou-
Farbung gefarbt (WHO, 1999). Diese Farbung unterscheidet klar zwischen
basophilen und azidophilen Zellkomponenten und erlaubt eine detaillierte
Untersuchung des Kernchromatin-Musters. Die Methode wird weltweit in der
Diagnostik der Spermatozoenmorphologie als Standardfarbung angewendet
(Hargreave & Nilsson, 1983; Glezerman, 1982). Zudem sind nach Papanicolaou
gefarbte Praparate sehr dauerhaft; auch nach etlichen Jahren ist nur eine
leichte Abblassung der Ausstriche zu bemerken (Krause, 1981). Die von den
andrologischen Labors benutzte, modifizierte Farbung nach Hellinga hat sich fur
die Beurteilung der Spermatozoenmorphologie und die Untersuchung von
unreifen Keimzellen als besser geeignet erwiesen und wird deshalb von der
WHO (World Health Organisation) fir diesen Einsatzbereich als
Standardfarbung empfohlen (Hellinga, 1972).
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2.3 Die Leukozytendetektion

Fur die lichtmikroskopische Auszéhlung der Leukozyten farbten wir mit
Hilfe der Peroxidase-Reaktion (Ludwig et al. 1996) Ejakulatfliissigkeit an. Die
dazu notwendige Reaktionslésung bestand aus 125 mg Benzidin, 150 mg
Cyanosin und 50 mg Alkohol. Abschliessend wurde die Lésung mit 50 ml Aqua
dest. verdunnt. Vor Versetzung des Ejakulats mit der Stammlésung gaben wir
10 pl 3% H202 Lésung hinzu. Danach verrihrten wir einen Tropfen vollstandig
verflussigtes, gut durchmischtes Ejakulat mit einem Tropfen des
Reaktionsgemisches und fillten eine Thoma-Zahlkammer mit dieser
Flissigkeit. Nach einer Auszahlung im Hellfeldmikroskop bei 1000facher
Vergrosserung konnte die Leukozytenkonzentration in 10%ml angegeben
werden. Die Leukozyten farbten sich bei Anwendung der geschilderten

Methode wie folgt an:

- neutrophile Granulozyten: braun
- Granula der basophilen und der eosinophilen Granulozyten: rot-braun
bis violett

- Lymphozyten: leicht rosa
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2.4 Methode der Spermatozoenmorphologie-Klassifikation und
Ausmessung

Um ein Hoéchstmass an Objektivitdt bei der Klassifikation der
Spermatozoen zu erreichen, wurde im Rahmen dieser Untersuchung eine
computergestiutzte Vermessung durchgefihrt. Als Grundlage zur Klassifikation
der Morphologie dienten bei der Auswertung mit Hilfe des CASA-Systems die
Kriterien der WHO (WHO, 1999). Grundsatzlich beinhaltet die Beurteilung der
Morphologie von Spermatozoen Kopf, Mittelstiick und den Schwanz. Fur diese
Untersuchung wurde jedoch nur die Vermessung und Klassifikation der Kdpfe
und Spermatozoenschwéanze durch das CASA-System herangezogen, da es
der Beurteilung der Mittelstiicke — im Gegensatz zur Kopfvermessung — an

Validitat mangelte (Steigerwald & Krause, 1998).

2.4.1 WHO-Klassifikation der Spermatozoen

Als internationaler Standard bei der Beurteilung der
Spermatozoenmorphologie haben sich die Kriterien der WHO in ihrer Fassung
von 1999 etabliert (WHO, 1999), in der nicht nur die Kriterien der
Spermatozoenmorphologie sondern auch die der Spermatozoenmotilitat und
Spermatozoenanzahl festgelegt sind. Nach WHO-Standard enthalt eine
normale Samenprobe mindestens 30 % normal geformte Spermatozoen. Als
normal geformt wird es beschrieben, wenn folgende Bedingungen erflllt sind:
Es weist einen ovalen Kopf auf. Die Lange betragt 4,0-5,5 um, die Breite 2,5-
3,5 um. Das Akrosom sollte gut abgrenzbar sein und 40-70 % der Kopfgrésse

ausmachen. Der Quotient aus Lange und Breite liegt zwischen 1,5 und 1,75.
Die WHO empfiehlt mindestens 100, besser 200 Spermatozoen bei

mindestens 600facher Vergrésserung zu beurteilen. Bei Untersuchungen von

Spermatozoen infertiler Manner lassen sich bis zu 70 verschiedene
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Abweichungen von der normalen Spermatozoenmorphologie darstellen
(Hotchkiss, 1941; Moench, 1940; W.illiams, 1937). Die verschiedenen
Variationen kdnnen alle objektiv beschrieben werden, jedoch ist es einsichtig,
dass eine solche grosse Zahl in der Laborroutine nicht verwertbar ist, sondern

nur eine Typisierung die Auswertung ermdglicht.

2.4.1.1 Klasseneinteilung der Kopfdefekte

Nach WHO-Kriterien werden die Kopfformen wie folgt differenziert:

- amorph: unregelmassige bis bizarre Kopfkontur

- birnenférmig: Kopfkontur mit dem Aussehen einer Birne (Tropfen)

- doppelkopfig: zwei Kopfe teilen sich ein Mittelstiick und eine Geissel; hat
Vorrang vor anderen Kopfklassifikationen

- gross-oval: grosser als vorgegebener Normbereich

- zigarrenférmig: geringgradige Uberstreckung des Kopfes, Quotient L/B >
1,75 (Taperformen)

- rund: kugelige Kopfform, Quotient Lange/Breite < 1,5
(Rundkopfspermatozoen)

- grosse Vakuolen (>20% der Kopfflache)

Nur klar erkennbare Spermatozoen sollen ausgewertet werden. Liegen
Grenzfalle vor, so sind diese der am besten passenden Klasse zu zuordnen.
Unreife Zellen sind zu vernachlassigen. Bei Vorliegen schwanzloser Képfe sind
diese als ,Hals-/Mittelstiickdefekt” zu erfassen. Zytoplasmatropfen am Kopf

durfen maximal ein Drittel der Kopfgrosse haben.
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2.4.1.2 Schwanzdefekte

Die Geissel ist mindestens 45um lang und regelmassig begrenzt. Sie soll
schlank, nicht eingerollt oder abgeknickt sein. Pro Kopf soll nur ein Schwanz
vorliegen. Schwanze ohne Kopf werden nicht mitgezahlt. Die
Spermatozoengeisseln sind einzuteilen in normal und abnormal. Ein hoher
Prozentsatz von Spermatozoen mit eingerolltem Schwanz kann darauf
hindeuten, dass sie hypoosmotischem Stress ausgesetzt waren, wird aber auch
bei langsam degenerierenden Zellen beobachtet. Laut WHO-Handbuch ist es
nicht erforderlich zwischen den einzelnen Schwanzdefekten zu unterscheiden.
Es genugt, den Anteil der normalen Spermatozoenschwanze anzugeben. Die
Angabe der Schwanzdefekte nach lichtmikroskopischer Auswertung bezieht
sich allerdings nur auf die Spermatozoen mit ,normaler” Kopfform (Haidl &
Schill, 1992).

2.4.2 Das CASA-System

Seit einigen Jahren haben Systeme fur die computerassistierte
Samenanalyse (CASA) Einzug in die andrologische Laborpraxis gefunden.
Grundsatzlich beruht die Technik der CASA-Systeme auf der Digitalisierung des
mikroskopischen Bildes und der Weiterverarbeitung durch ein Computersystem
mit entsprechender Software zur Bildanalyse (Boyers, 1989; Davis, 1992). Die
Objektivierung und Vergleichbarkeit von Spermiogrammen war das Ziel der
Entwicklung dieser Systeme. Zudem erreichte man die Automatisierung des
Untersuchungsablaufs und die Erfassung neuer Parameter. Bei der
Spermatozoenmotilitat lasst sich somit zum Beispiel die Linearitdt der
Vorwartsbewegung, die Progressivgeschwindigkeit und die Frequenz der
seitlichen Kopfauslenkung darstellen, die mit herkbmmlichen mikroskopischen

Methoden nicht analysiert werden kénnen.
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Fur die Bestimmung der Spermatozoenanzahl und Motilitatsparameter
stehen den andrologischen Labors schon voll funktionsfahige und
routinetaugliche CASA-Systeme zur Verfigung und haben sich auch als von
der WHO empfohlene Standardmethode etabliert (WHO, 1999). Durch die
Entwicklung neuer Technologien im Soft- und Hardwarebereich stehen seit
einigen Jahren auch Systeme zur Analyse der Spermatozoenmorphologie zur
Verfugung, die jedoch bisher keinen Einzug in die tégliche Laborroutine

genommen haben.

Die Anlage der Firma Mika medical bestand aus einem Lichtmikroskop,
Typ BH 2 der Fa. Olympus (Tokyo, Japan) mit ca. 1000facher Vergrésserung,
einer damit verbundenen schwarz-weiss-Kamera SSC-M 370 CE der Fa. Sony
(Tokyo, Japan) einem Kontrollmonitor der Fa. Sony und einem IBM-kompatiblen
Personalcomputer mit Pentium Il Prozessor und einer Taktfrequenz von 200
MHZ. Als Software wurde der ,Cell Morphology Analyser” in der Version 2.0 fur
Windows 95 & Windows NT 4.0" verwendet. Zur digitalen Aufzeichnung
wurden die Spermatozoen Uber die mit dem Lichtmikroskop verbundene
Kamera auf den Ausstrichpraparaten mit Hilfe des Kontrollmonitors im
Durchlichtverfahren aufgesucht und scharfgestellt, um dann in den Rechner
eingespeichert und digitalisiert zu werden (Wahl, 1984). Daraufhin folgte das
Vermessen der Objekte,anhand einer Bildverarbeitung, wobei die Bilder anhand
ihrer Grauabstufung analysiert wurden. Hierzu stand eine Auflésung von 800
mal 600 Pixel bei 256 Graustufen zur Verfigung (Ernst, 1991).
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2.4.2.1 Konfiguration des Klassifikators

Um mit dem beschriebenen CASA-System die notwendigen
Untersuchungen mit dem vorliegenden Material durchfiihren zu kénnen, wurde
ein Klassifikator eingerichtet. Mit diesem sollte eine Klassifizierung nach
individuellen Bedurfnissen maglich sein. Zum Beispiel konnten im Vorfeld die
Einteilungskriterien der Spermatozoen frei gewahlt und konstruiert werden.
Nach Einrichtung dieser Kriterien folgte dann der Lernprozess fur den neu
konfigurierten Klassifikator. Das heisst, den Einteilungskriterien mussten
morphologische Korrelate anhand von Beispielen manuell zugeordnet werden.
Dazu sucht man auf den zur Verfigung stehenden Spermatozoenausstrichen
zu den jeweiligen Klassen eine hinreichende Anzahl von Beispielen, liess sie
von der Anlage vermessen, gab die richtige Klassifizierung manuell ein und
archivierte somit die Lernbeispiele im Lernspeicher. Anhand dieser Datensatze
war es dem CASA-System moglich, den Klassifikator zu trainieren und
einzurichten. Dieser Lernprozess basierte auf der Grundlage eines neuronalen
Netzes, das nach dem Backpropagation-Algorithmus (Kruse et al., 1991)
arbeitet. Mit dieser Programmtechnik war der erstellte Klassifikator in der Lage
assoziativ und flexibel zu arbeiten (Steigerwald, 1997), um auch vorliegende
,Grenzfalle” zwischen den einzelnen Klassen zuzuordnen. Die Qualitat und
Leistungsfahigkeit des eingerichteten Klassifikators hing von der Anzahl und
Vielfalt der vom Benutzer eingegebenen Beispiele ab (Steigerwald, 1997). Zu
wenig angebotene Lerndaten fuhrten z.B. dazu, dass die Grenzen zwischen
den einzelnen Klassen nicht richtig abgesteckt werden konnte, aber auch eine

Uberdimensionierung konnte den Lernerfolg verhindern (Steigerwald, 1997).

In dieser Untersuchung wurden die Klassifikationskriterien in Anlehnung an
die Richtlinien der WHO ( WHO, 1999) gewahlt (vgl. 2.4.1). Somit arbeitete der

verwendete Klassifikator mit folgender Einteilung:
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- normal
- gross

- klein

- kugelig
- langlich

- amorph

Die Klasse ,doppelkopfig® konnte wegen Schwierigkeiten bei der
Bildverarbeitung nicht erfasst werden. Im Rahmen der Datenerhebung stellte
sich zudem heraus, dass das System nicht in der Lage war zwischen
tropfenférmigen und normalgeformten Spermatozoenkdpfen zu unterscheiden,
womit auch diese weitere Differenzierung entfiel. Zur Bildung des Klassifikators
wurden fir jede Klasse 20 Beispiele archiviert, womit dem System 140
Lerndatensatze zur Verfigung standen. Um objektivierte und standardisierte
Vermessungsbedingungen zu schaffen und zu erhalten, wurden keine weiteren
Lernbeispiele hinzugefugt. Der Klassifikator wurde wahrend der Untersuchung

nicht verandert.

2.4.2.2 Auswahl der erhobenen Daten

Die durch das CASA-System erhobenen Daten der Spermatozoen-
morphologie konnten in Form einer Statistik angezeigt werden. Diese
Darstellung beinhaltete entsprechend des konfigurierten Klassifikators die
prozentualen Anteile der einzelnen Klassen von 100 ausgezéhlten
Spermatozoen. Neben diesen Daten wurden fir die jeweiligen Klassen auch die
durchschnittliche Flache, Breite und Lange der Kopfe sowie deren Minimal- und

Maximalwerte angegeben.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden bis auf die Minimal- und

Maximalwerte alle Daten aufgenommen und ausgewertet.
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2.5 Statistik

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe von SPSS fir
Windows Version 8.0. Neben gepaarten wurden auch ungepaarte T-Tests zur
Uberprifung der Ergebnisse verwendet. Die graphischen Darstellungen im

Zusammenhang mit den erfassten Daten wurden mit diesem System erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtstichprobe

Bei den im Rahmen dieser Erhebung untersuchten 82 Patienten lag bei 42
Personen eine Leukozytospermie vor, wahrend bei der Kontrollgruppe mit 40
Patienten nachweislich keine Leukozytospermie vorlag. Wie der Tabelle 1 zu
entnehmen ist, unterscheiden sich die Untersuchungs- und Kontrollgruppe
bezuglich der Kriterien wie durchschnittliches Alter und mittlere
Spermatozoenkonzentration nur geringfiigig. So ist beim durchschnittlichen
Alter der Patienten eine Differenz von 0,55 Jahren, bei der
Spermatozoenkonzentration ein Unterschied von 27,62 mal 10%ml von

Untersuchungs- zu Kontrollgruppe zu verzeichnen.

Tab.1 Beschreibung der Gesamtstichprobe

| > 10° Leukoz./ml | < 10° Leukoz./ml

Anzahl der Patienten 42 40

Alter (MW + SD) 36,40 (5,79) 35,85 (5,29)
Spermatozoenkonzentration (MW % SD)(10%ml ) | 79,57 (70,75) 51,95 (50,08)
Leukozytenkonzentration (MW + SD) 18,35 (22,58) 0,13 (0,22)

(MW: Mittelwert; SD: Standardabweichung; Leukoz.: Leukozyten)

Da die Art der Verteilung der aufgenommenen Daten fur die Auswahl
spater verwendeter Tests eine Rolle spielt, soll die Abb.1 einen Uberblick tiber
diese im Vergleich mit einer Normalverteilung geben. Die in Abb.1 Uber die
Ergebnisverteilung gelegte Normalverteilungskurve verdeutlicht, dass die
erhobenen Daten einer Normalverteilung annahernd entsprechen, womit die
Voraussetzung fur die Verwendung spater angewandter statistischer Verfahren
gegeben ist.
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Abb. 1: Histogramm der Prozentsdtze normaler Kopfformen aller Praparate im Vergleich zu

einer Normalverteilungskurve

16

144
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104

Anzahl untersuchter Patienten

10,0 150 20,0 250 30,0 350 40,0 450 50,0 550 60,0 65,0

normale Kopfformen (%)

Die in Tab.2 aufgefiihnrten Daten geben einen Uberblick Uber die im
Gesamtkollektiv aufgenommenen Mittelwerte. Neben den Prozentanteilen der
Kopfformen sind auch die verschiedenen Kopfdeformitaten aufgefihrt.
Zusatzlich werden die jeweiligen durchschnittlichen Flachen sowie
entsprechende Langen und Breiten der Spermatozoenképfe dargestellt. Die
Mittelwerte bezlglich der Prozentanteile (Anteil normaler Kopfformen: 36,90%)
sowie die Ausmasse (durchschnittliche Flache bei den normalen Kopfformen:
12,45 pm?) hinsichtlich der Lange (normale Kopfform: 4,79 um) und Breite
(normale Kopfform: 3,33 um) entsprechen anndhernd vorausgegangenen

Messungen mit dem CASA-System (Steigerwald et al., 1998).
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Tab. 2: Mittelwerte der verschiedenen Kopfformen von der Gesamtstichprobe

Normale Amorphe GrosseKleine Kugelfér. Langli.

Anteil (%) Mittelw. 36,90 16,96 13,45 17,68 4,21 10,80
SD 11,07 6,90 7,10 8,88 2,86 7,32

Median 36,5 16 12 16,25 4 9,25

Minimum 9 2 1 3 1 1

Maximum 66 41 44 45 20 41

Flache (ﬁmz) Mittelw. 12,45 18,68 18,66 8,31 12,82 14,19
SD 0,53 3,77 1,26 0,50 0,93 0,63

Median 12,5 18,05 18,55 8,25 12,85 14,3

Minimum 11,0 8,8 16 5,7 99 11,8

Maximum 14,3 28,4 32 9,5 15,6 15,9

Lénge(ﬁm) Mittelw. 4,79 599 6,11 3,78 4,29 5,98
SD 0,13 0,88 032 0,17 0,19 0,22

Median 4,77 5,95 6,1 3,8 4,3 595

Minimum 4,5 3,7 5,2 3,1 3,7 55

Maximum 53 9 7,6 4,3 5 7,1

Breite (ﬁm) Mittelw. 3,33 4,13 4,03 2,77 3,90 3,07
SD 0,20 0,50 0,29 0,14 0,22 0,18

Median 3,32 4,1 4 275 39 3,05

Minimum 3 3,1 2,7 2,3 3,3 2,4

Maximum 4,8 6,3 4,9 3,3 5 3,6

(Kugelfor.: Kugelférmige; Langli.: Langliche; Mittelw.: Mittelwert; SD: Standardabweichung)
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3.2 Anteile der Spermatozoenkopfformen

Bei den normalen Spermatozoenkopfformen konnte bei Vergleich der
ersten mit der zweiten Messung kein signifikanter Effekt (p=0,98) beobachtet
werden (vgl. Abb. 2). Bei Vergleich der Gruppe mit Leukozytospermie mit der
Kontrollgruppe ohne Leukozytospermie war hinsichtlich des Anteils normal
geformter Spermatozoenkopfe kein signifikanter Effekt ersichtlich (p=0,06; vgl.
Abb. 3). Die Tabelle 3 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse bezuglich der
Anteile der verschiedenen Spermatozoenkopfformen. Die Ergebnisse der
statistischen Tests beschreiben vorliegende Veranderungen und deren
Signifikanz. Neben gepaarten T-Tests zum Vergleich der 1. Messung mit der 2
Messung (Ui mit Uz; Ki mit Kz) wurden auch ungepaarte T-Tests fur den
Vergleich der Untersuchungs- mit der Kontrollgruppe durchgefuhrt (U mit K).
Bei den kleinen Spermatozoenkopfformen (vgl. Tab. 3) beobachteten wir einen
signifikant kleineren Anteil bei der Untersuchungsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,02). Im Mittel war der Anteil kleiner
Spermatozoenkopfformen in der Gruppe mit Leukozytospermie um 4,7 %
niedriger. Bei anderen Deformitaten konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.

Abb. 2: Veranderung des Anteils der ,normalen” Spermatozoenképfe von der 1. zur 2.

Messung
_ mit Leukozytospermie
ohne Leukozytospermie (p=0,98)
(p=0,19) ’
39.12% 39,07 %
35,98 %
33.23 %

IS Messung O 2 Messung
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Abb. 3: Vergleich der normalen Spermatozoenkopfanteile der Untersuchungs- mit der

Kontrollgruppe (p=0,06)

Tab. 3 Mittelwerte der Prozentsétze (+ SD) der verschiedenen Kopfformen

.t Leukozytospermie

39.00 %

34,60 %

]

ohne Leukozytospermie

Untersuchungsgr. (U) | Kontrollgr. (K) Vergleich
(n=42) (n=40)
Kopfform U Uz Ki K2 UgyU2 K1 Kz UK
(1. Mess.) | (2. Mess.) | (1. Mess.) | (2. Mess.)
normal 39,11 39,07 33,23 35,96 T 0,02 -1,35 1,87
+ 13,30 |[+13,09 + 13,07 +13,28 o 098 0.19 0,06
gross 14,45 14,90 11,65 12,65 T 10,35 0,61 1,63
+7,98 +7,52 +9,01 +9,13 o (073 0.54 0.10
klein 15,05 15,71 21,73 18,45 T |0,41 1,40 -2,47
+8,90 +8,61 +10,95 + 10,56 o 068 017 0,02
kugelig 3,81 3,67 4,53 4,88 T 0,22 0,50 -1,54
+ 3,38 + 2,67 +3,78 +3,99 o 083 065 013
langlich 10,98 11,38 10,68 10,15 T 10,33 0,57 0,47
+ 5,58 +6,90 +9,00 +6,70 o 074 0.56 0.64
amorph 16,60 15,26 18,20 17,90 T |1,08 0,26 -1,40
+9,23 + 8,04 +7,13 +8,41 o 1029 0,82 0,17

(SD: Standardabweichung)
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3.3 Flachenausdehnun gen der Spermatozoenkopfformen

Bei Betrachtung der Spermatozoenkopfflachen (s. Tab. 4) massen wir
bei Vergleich der Untersuchungs- mit der Kontrollgruppe signifikant grossere
Kopfflachen bei den langlichen Spermatozoenkopfen in  der
Untersuchungsgruppe (p=0,01). Im Mittel war die Flache bei den Patienten mit
Leukozytospermie um 0,37 um® grosser als bei der Kontrollgruppe. Bei
Vergleich der Ergebnisse der ersten und der zweiten Untersuchung der
Kontrollgruppe fiel eine signifikant gréssere Spermatozoenkopffliche der
normal geformten Spermatozoenkdpfe zum zweiten Messzeitpunkt auf
(p=0,05). Im Mittel war die Flache der normal geformten Spermatozoenkdpfe in
der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt der zweiten Messung um 0,25 um? grosser

als bei der ersten Messung.

Tab. 4 Mittelwerte der Spermatozoenkopfflachen (um?+ SD) der verschiedenen
Kopfformen

Untersuchungsgr. (U) | Kontrollgr. (K) Vergleich
(n=42) (n=40)
Kopfform Uz U, K1 Ko Uy, Uz K1 Ko U;K
(1. Mess.) | (2. Mess.) | (1. Mess.) | (2. Mess.)
normal 12,40 12,47 12,26 12,51 T 10,62 -1,98 0,38
+0,73 +0,61 + 0,64 +0,71 p | 0,54 0,05 071
gross 18,65 18,22 18,71 18,88 T |1,91 0,39 -1,19
+1,38 +0,94 +1,62 +1,78 p |0,06 0.70 0.24
klein 8,36 8,49 8,29 8,29 T |0,78 0,00 1,31
+0,70 +0,60 +0,67 +0,83 o |04 1,00 0,20
kugelig 13,00 12,91 12,79 12,67 T 10,27 0,65 1,22
+1,20 +1,31 +1,11 +1,10 p |0,78 0,52 0.23
langlich 14,40 14,38 14,06 14,04 T 10,11 0,24 2,74
+0,77 +0,71 +0,91 +0,85 o |001 0,81 0,01
amorph 18,78 18,56 18,12 19,25 T |0,26 -1,30 0,02
+4,76 +4,24 + 4,27 +4,43 p | 0,82 0.20 0.99

(SD: Standardabweichung)
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3.4 Langenausdehnun gen der Spermatozoenkopfformen

Bei Vergleich der Ergebnisse der ersten Messung mit der zweiten
Messung der Kontrollgruppe fiel eine signifikante La&ngenzunahme der grossen
Spermatozoenkoépfe um im Mittel 0,23 pum auf (p=0,01). Weitere Effekte
hinsichtlich der Langenausdehnung von Spermatozoenkdpfen konnten nicht

festgestellt werden (s. Tab. 5).

Tab. 5 Mittelwerte der Spermatozoenkopflangen (um = SD) der verschiedenen
Kopfformen

Untersuchungsgr. (U) | Kontrollgr. (K) Vergleich
(n=42) (n=40)
Kopfform U Uz Ki K2 UgyU2 K1 Kz UK
(1. Mess.) | (2. Mess.) | (1. Mess.) | (2. Mess.)
normal 4,82 4,78 4,76 4,80 T 11,00 0,60 0,44
+0,20 +0,15 +0,19 +0,18 o 0,32 055 0.66
gross 6,20 6,25 6,11 6,33 T |0,61 -2,62 0,05
+ 0,49 +0,45 +0,50 +0,57 o 055 0,01 0.96
klein 3,76 3,85 3,83 3,79 T |-1,40 0,73 0,00
+0,24 +0,23 +0,21 + 0,27 o 017 0,47 1,00
kugelig 4,26 4,29 4,29 4,32 T 10,64 0,18 0,23
+0,28 +0,30 +0,20 +0,26 o 053 0.86 0,82
langlich 6,01 5,98 5,96 6,00 T 10,50 0,71 0,26
+0,31 +0,22 + 0,27 +0,31 o 0,62 0.48 079
amorph 6,01 6,06 5,93 6,14 T 10,17 0,93 0,02
+1,16 +1,18 +0,84 +1,13 o 087 0.36 0,08

(SD: Standardabweichung)
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3.5 Breitenausdehnun gen der Spermatozoenkopfformen

Bei Vergleich der Ergebnisse der ersten Messung mit denen der zweiten
Messung (vgl. Tab. 6) konnte bei der Untersuchungsgruppe eine signifikante
Verringerung der Breitenausdehnung bei den grossen
Spermatozoenkopfformen zum zweiten Messzeitpunkt beobachtet werden
(p=0,03). Im Mittel nahm die Kopfbreite bei dieser Deformitat um 0,1 um ab. Bei
Vergleich der Ergebnisse der Gruppe mit Leukozytospermie mit denen der
Kontrollgruppe lag eine signifikante Verbreiterung der langlichen
Spermatozoenkopfe in der Gruppe mit Leukozytospermie vor (p=0,04). Im
Durchschnitt war die Differenz 0,08 um gross. Auch bei den kleinen Kopfformen
konnte eine durchschnittlich gréssere Kopfbreite bei der Untersuchungsgruppe
im Vergleich mit der Kontrollgruppe gemessen werden (p=0,05). Im Mittel
waren die kleinen Spermatozoenképfe um 0,06 pum breiter in der Gruppe mit

Leukozytospermie (vgl. Tab. 6).

Tab. 6 Mittelwerte der Spermatozoenkopfbreiten (um + SD) der verschiedenen
Kopfformen

Untersuchungsgr. (U) | Kontrollgr. (K) Vergleich
(n=42) (n=40)
Kopfform tJll Mess.) tJZZ Mess.) E(ll Mess.) E(Zz Mess.) e D
normal 3,30 3,36 3,25 3,31 T 11,15 -1,84 1,14
+0,30 +0,30 +0,19 +0,17 o 024 0,07 0,26
gross 3,98 3,88 4,02 3,99 T |2,22 0,57 -1,00
+0,31 + 0,26 +0,48 +0,42 p 10,03 0,57 0.32
klein 2,78 2,81 2,74 2,75 T /0,85 0,26 1,93
+0,16 +0,16 +0,19 +0,21 o |0,40 077 0.05
kugelig 3,92 3,83 3,86 3,91 T |0,74 0,17 1,60
+0,28 +0,75 +0,25 +0,33 o |0,46 0.87 0.12
langlich 3,11 3,12 3,06 3,03 T (0,14 0,70 2,07
+0,21 +0,20 +0,25 +0,24 p |0,89 0.49 0,04
amorph 4,19 4,07 4,06 4,16 T 1,15 0,99 0,20
+ 0,60 + 0,469 +0,69 +0,50 o 0,26 033 0.84
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3.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

Hinsichtlich des Anteils der normal geformten Spermatozoeképfe lag kein
signifikanter Effekt der Leukozytospermie auf die humane
Spermatozoenkopfmorphologie vor. Bei Beobachtung auf Verdnderung der
morphologischen Qualitat zwischen zwei Messzeitpunkten war die Veranderung
mit einer Abnahme der normal geformten Spermatozoen um 0,05 % (p=0,98)
nur gering. Bei dem direkten Vergleich der Untersuchungsgruppe mit der
Kontrollgruppe war der Anteil der normal geformten Spermatozoen in der
Untersuchungsgruppe (mit Leukozytospermie) um 4,5 % (p=0,07) héher und
widersprach der Annahme eines negativen Effektes auf diesen Parameter. Bei
den anderen Kopf-Klassifikationsparametern war bezuglich ihrer Anteile beim
Vergleich der 1. mit der 2. Messung kein signifikanter Effekt ersichtlich.
Betrachtet man die Verdnderungen beim Vergleich der Untersuchungsgruppe
mit der Kontrollgruppe, so ergab sich ein um 4,7 % geringerer Anteil der kleinen
Spermatozoenkopfformen in der Gruppe mit Leukozytospermie (p=0,02). Dieser
Unterschied entspricht tendenziell dem nicht signifikant héheren Anteil der
normal geformten Spermatozoenkdpfe in der Untersuchungsgruppe, weswegen
man mutmassen kann, dass der Anteil der normalen Kopfform unter
Leukozytospermie auf Kosten der kleinen Kopfform zugenommen hat. Bei
Beobachtung der Ausmasse von Spermatozoenkopfen fallt bei dem Vergleich
auf Veranderung von der ersten zur zweiten Messung eine Breitenabnahme der
grossen Spermatozoenkopfe um durchschnittlich 0,1 pum (p=0,03) auf. Die
mittlere Flache und die Lange dieses Klassifikations-Subtypen verédndern sich
jedoch nicht signifikant. Bei Betrachtung der Kontrollgruppe tritt beim Vergleich
der ersten mit der zweiten Messung eine signifikante Langenzunahme um 0,23
um (p=0,01) der grossen Spermatozoenképfe auf. Der Vergleich der
Untersuchungsgruppe mit der Kontrollgruppe zeigt eine signifikante
Breitenzunahme der langlichen Spermatozoenkoépfe um 0,08 um (p=0,04) bei
signifikanter Flachenzunahme dieses Subtypus um 0,37 pm? (p=0,01). Die aus

dieser Erhebung vorgestellten Ergebnisse hinsichtlich der signifikanten
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Verdnderungen bei den Spermienkdpfen sind als sehr unspezifisch zu
beschreiben und missen kritisch betrachtet werden. Auch wenn diese
Verédnderungen durch statistische Tests als signifikant einzuordnen sind, so
liegt die Vermutung nahe, dass diese Effekte evtl. durch andere
Einflussfaktoren und nicht durch eine Leukozytospermie erwirkt sein kénnten.
Denn bei Vorliegen der unerwarteten signifikanten Effekte bei der
Kontrollgruppe, denen keine bekannte Einflussgrosse zuzuordnen ist, sollte die
Anwesenheit einer Storgrosse als Ursache signifikanter Veréanderungen der
Untersuchungsgruppe beider Vergleichsmethodiken in Betracht gezogen
werden. Die Datenlage dieser Erhebung bestétigt die Ergebnisse anderer
Studien (vgl.1.2.5), dass eine Leukozytospermie keinen negativen Einfluss auf

den Anteil normal geformter Spermatozoenkdpfe hat.
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4 Diskussion

4.1 Die angewendete Methodik

In der vorliegenden Arbeit sollten Kenntnisse Uber die Beeintrachtigung der
Morphologie von humanen Spermatozoen im Rahmen einer Leukozytospermie
gewonnen werden. Es liegen viele Untersuchungen mit unterschiedlichsten
Ergebnissen zu dieser Fragestellung vor, jedoch sollte bei der Mehrzahl der
Erhebungen die Anwendung und Wahl der Methoden kritisch betrachtet werden
(vgl. 1.2.4). So wurde bei einigen Studien die Qualitat der Leukozytendetektion
gualitativ als auch quantitativ in Frage gestellt (Wolff 1995). Alle bisherigen
Erhebungen haben die Wahl der visuellen Morphologieauswertung als
verwendete Methode gemeinsam (Wolff 1995). Die Besonderheit der hier
vorgestellten Ergebnisse liegt in der Anwendung eines CASA-Systems zur
morphologischen Befunderhebung. Im Folgenden wird kritisch der
Untersuchungsaufbau und der Einsatz des hier verwendeten CASA-Systems

erlautert.

4.1.1 Der Untersuchungsaufbau

Die Konzeption des Studiendesigns beriicksichtigte die Auswertung der
morphologischen Daten mit zwei methodischen Ansatzen. So wurde basierend
auf der Kenntnis der Zeitdauer der Spermatogenese vorausgesetzt, dass ein
Einfluss einer Leukozytospermie  zu  frihen Zeitpunkten der
Spermienentwicklung erst verspatet im Ejakulat zu erkennen ist. Deshalb
mussten zwischen zwei Zeitpunkten mindestens zwei Monate liegen.
Voraussetzung war bei dieser Untersuchung, dass zu beiden Zeitpunkten eine
Leukozytospermie vorlag, um gegebenenfalls eine Verschlechterung oder
Verbesserung der morphologischen Qualitat eruieren zu kdnnen. Ein weiterer

methodischer Ansatz setzte voraus, dass ein positiver, negativer oder nicht
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vorhandener Einfluss auf die Morphologie der Spermatozoen unabhangig von
der Zeitdauer der Leukozytospermie direkt messbar ist. Eine kritische
Betrachtung beider Methoden verdeutlicht, dass sowohl der eine als auch der
andere Ansatz nicht unproblematisch sind. Bei der Uberlegung, dass man einen
Effekt der Leukozytospermie Uber einen langeren Zeitraum untersuchen
moéchte, ist zu hinterfragen, ob -—wie in diesem Zusammenhang- die
Leukozytospermie auch tatsachlich mindestens 2 Monate anhielt. In der
vorliegenden Erhebung lag der Nachweis einer Leukozytospermie lediglich zu
beiden Messzeitpunkten vor, in dem Zeitraum dazwischen wurden keine
Leukozytennachweise im Ejakulat durchgefihrt. Sollte sich in dem Zeitraum
zwischen den Datenerhebungen die Leukozytospermie zuriickgebildet haben,
ware der methodische Ansatz des Studienkonzeptes hinféllig. Desweiteren liegt
die kritische Uberlegung nahe, dass mdglicherweise schon zum ersten
Messzeitpunkt das Maximum einer morphologischen Verschlechterung der
Spermatozoen erreicht ist, da eine Leukozytospermie schon langere Zeit vor
der ersten Messung vorgelegen hat und somit kein weiterer negativer Effekt in
dem folgenden Zeitraum zu erwarten ware. Selbst eine Verbesserung ware
nach Vorstellung von Baker et al. (1985) mdglich, die eine Regression zu
Mittelwerten beschreiben. Baker et al. (1985) untersuchten die Ejakulatqualitat
von 216 Mannern zu zwei Zeitpunkten und stellten bei jenen mit geringer
Spermienkonzentration und Motilitdt eine signifikante Verbesserung der
Parameter bei einer zweiten Messung fest, wahrend bei den Spendern mit
normalen Spermienparametern keine Verbesserung eintrat. Baker et al. (1985)
erklaren diesen Effekt mit einer Regression zu Mittelwerten. Die
Wahrscheinlichkeit fur eine Verbesserung von Parametern sei somit bei einer
Ausgangslage mit schlechter Ejakulatqualitat hoéher als mit normalen
Spermatozoenparametern. Es ist somit fraglich, ob die Zielgrosse
.verbesserung oder Verschlechterung“ von Morphologiekriterien vor diesem
Hintergrund sinnvoll ist; denn vor den angemerkten Hintergrinden missten
Untersuchungen auf Leukozytospermie in einem Zeitraum vor der ersten
Messung stattfinden, um eine evtl. Verschlechterung der Ejakulatqualitat im

Vorfeld auszuschliessen. Zusatzlich muisste auch das Fortwahren der
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Leukozytospermie in dem Zeitraum zwischen der ersten und der zweiten
Messung uberpriift werden. Fraglich ist jedoch, inwiefern eine Uberpriifung auf
Leukozytospermie vor und wahrend der Erhebung mdglich und praktikabel sein
soll. Diese zusatzlichen Untersuchungen bedeuteten eine enorme Aufwands-
und Kostenerh6hung und lassen sich nicht mit der tatsachlich fur den Patienten
notwendigen Diagnostik vereinbaren. Der direkte Vergleich der ,Normalen-
Anteile* einer Untersuchungsgruppe mit Leukozytospermie mit denen einer
Kontrollgruppe ist bezuglich der Problematik , Regression towards the mean*
(Baker et al. 1985) (s.0.) weniger kritisch zu betrachten, da hier nicht
Verbesserungen oder Verschlechterungen der Spermatozoenmorphologie im
Vordergrund stehen, sondern nur mittlere Anteile der normal geformten
Spermatozoen im Vergleich mit einer Kontrollgruppe ohne Leukozytospermie.
Vorteil dieser Methodik ist auch die nicht vorhandene Notwendigkeit einer
Uberprifung auf konstantes Fortbestehen einer Leukozytospermie wahrend des
Untersuchungszeitraums. Fraglich ist allerdings, ob ein Einfluss auf die

Morphologie schon zum Zeitpunkt der Ejakulatgewinnung besteht.

4.1.2 Das CASA-System

Das CASA-System der Firma Mika medical kam den gestellten Anspriichen
beziglich der zu untersuchenden Fragestellung nicht in allen Belangen nach.
Die Anlage war nicht in der Lage Daten hinsichtlich der tropfenférmigen
Spermienkopfe zu erheben, welche sie tendenziell zu den normal- und
kugelformigen Spermatozoen klassifizierte. Das bedeutet, dass Anteile anderer
Kopfformen falsch erhdht sein kdnnten und Effekte, die sich mit dieser Kopfform
manifestieren verkannt wurden. Die Klassifikation der Ubrigen Kopfformen
verlief unproblematisch und musste nur selten manuell nachkorrigiert werden.
Diese Nachkorrekturen bezogen sich jedoch nicht auf Fehler bei der
Kopfklassifikation ~durch den Computer, sondern eher auf die

Systemkonfiguration zur Ermittlung von hellen und dunklen Signalen mit der
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Kamera, da jedes Ausstrichpraparat verschieden dunkel oder hell war. Nach
Korrektur der Grundeinstellung und Einstellung auf die Qualitat des Praparates
mussten keine manuellen Klassifikationen vorgenommen werden. Wie bei
Steigerwald et al. (1998), die das gleiche System verwendeten, waren die
Mittelstiicke auch in dieser Untersuchung nicht zu vermessen und
Veranderungen beziuglich dieses Parameters nicht Uberprufbar. Die
Spermatozoenschwanzdetektion stellte sich als ungentgend heraus. Die
wechselhafte Qualitdt der Ausstrichpraparate liess ein automatisiertes
Erkennen der Schwénze nicht zu, weshalb die Klassifikation der
Spermienschwanzmorphologie fast ausschliesslich manuell zu verrichten war.
Die positiven Effekte durch Anwendung eines CASA-Systems lagen bezlglich
des Parameters Schwanzmorphologie nicht vor. Alleiniger Vorteil dieser
zusatzlich zum klinischen Alltag vorgenommenen zweiten

Schwanzklassifikation war die Vermessung durch nur einen Untersucher.
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4.2 Der Einfluss einer Leukozytospermie auf die

Spermatozoenmorphologie

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein signifikanter Einfluss einer
Leukozytospermie auf die Morphologie humaner Spermatozoen dargestellt
werden. Bisherige Vero6ffentlichungen kamen zu verschiedenen Ergebnissen.
Bei einem Grossteil der vorgenommenen Untersuchungen konnte der Einfluss
auf die Morphologie von Spermien nur durch Angabe des Anteils normal
geformter Spermatozoen beschrieben werden. Konkretere Angaben zur Art der
moglichen Morphologieveranderungen im Rahmen von Infektionen des

Urogenitaltraktes sollen im folgenden diskutiert und erlautert werden.

Menkveld et al. (1998) beschrieben eine Beeintrachtigung der
Spermienkopfmorphologie durch einen Anstieg des Anteils ,langlicher”
Kopfformen bei Vorhandensein von Leukozyten im Ejakulat. Bei kritischer
Betrachtung dieser Erhebung fallt die sehr niedrige Fallzahl fur die
Untersuchungsgruppe mit vorliegenden Leukozyten im Ejakulat auf. Die
Untersuchungsgruppe enthielt 16 Patienten, wahrend die Kontrollgruppe von
134 Mannern gebildet wurde. Desweiteren waren die
Leukozytenkonzentrationen bei einigen Patienten sehr niedrig. Von 16
Patienten lag bei nur funf Mannern die Leukozytenkonzentration tber 10°
Leukozyten/ml Ejakulat, bei drei Patienten zwischen 0,5 und 0,99 mal 10° und
bei 5 Mannern zwischen 0,01 und 0,49 mal 10° Leukozyten/ml Ejakulat. Die
Signifikanz des Einflusses der Leukozyten auf die Morphologie war bei
Beschrankung auf eine definitionsgemasse Leukozytospermie nicht mehr
ersichtlich. Die bei diesem Vergleich hinzugezogene Untersuchungsgruppe
enthielt nur 10 Patienten. Toth et al. (1982) beobachteten 243 Patienten mit
Ureaplasma urealyticum Infektion. Sie behandelten die Patienten mit
verschiedenen Doxycyclin-Therapie-Schemata  und  verglichen die
Ejakulatqualitdt vor und nach der Therapie miteinander. Ergebnis dieser

Erhebung war eine Verbesserung der Ejakulatqualitat hinsichtlich der Motilitat

45



und Konzentration der Spermatozoen jedoch ein signifikanter Anstieg des
Anteils der kleinen Kopfformen nach durchgefiihrter Therapie. Ein Anstieg der
kleinen Kopfformen wurde unter Doxycyclintherapie bei der Kontrollgruppe
(n=150) nicht beobachtet und soll damit nicht durch die antibiotische Therapie
verursacht sein. Dieses Ergebnis kann durch unsere Untersuchung bestatigt
werden; denn auch wir fanden eine signifikante Abnahme des Anteils der
kleinen Spermatozoenkopfformen vor. Verdnderungen bei den langlichen
Kopfformen wurden mit der Untersuchung von Toth et al. (1982) nicht bestatigt.
Eine Studie von Leib et al. (1994) stellte bei Untersuchung von Mannern mit
abakterieller Prostatitis eine signifikante Verschlechterung der Morphologie fest.
Der Anteil der normal geformten Spermatozoen war bei ihnen erniedrigt. Auch
ein Anstieg der Mittelstlick- und Schwanzdefekte war nach Leib et al. (1994)
ersichtlich. Die Untersuchungsgruppe beinhaltete 44 Patienten, die mittlere
Leukozytenkonzentration lag bei 1,5 mal 10° Leukozyten/ml Ejakulat. Eine
genauere Defektbeschreibung wurde in dieser Studie nicht vorgenommen,
womit ein Vergleich mit unseren Ergebnissen erschwert ist. Einfliisse auf die
Kopfmorphologie waren jedoch erst bei nach Uber drei Jahre bestehender
abakterieller Prostatitis festzustellen. Lag die Zeitdauer der bestehenden
Erkrankung unter drei Jahren, waren die Effekte nicht als signifikant zu
beschreiben. Xu et al. (1997) untersuchten den Zusammenhang einer
Ureaplasma urealyticum Infektion und Infertilitdt. Xu et al. (1997) erhoben
hierzu Ejakulatparameter von 1416 infertilen und 375 fertilen Mannern. Bei 549
Infertilen konnte eine Ureaplasma urealyticum Infektion diagnostiziert werden.
Bei 35-75% der Spermatozoen dieser Manner lagen aufgerollte Schwénze vor.
Elektronenmikroskopisch ~ konnten  Ureaplasmen-Adhdsionen an  der
Spermatozoenoberflache vor allen Dingen im Mittelstlickbereich eruiert werden.
Mittelwerte sind der Veréffentlichung nicht zu entnehmen, womit die Validitat
der beschriebenen Effekte eingeschrankt ist. Auch Franco et al. (1984) stellten
Adhasionen der Mykoplasmen im Mittelstick sowie im vorderen Bereich
aufgerollter Spermatozoenschwanze fest. Das untersuchte Kollektiv mit
Mykoplasmeninfektionen bildeten 56 Manner. Die Adharenz anderer Bakterien

wie Chlamydia trachomatis wurde von Wglner-Hanssen et al. (1984)
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nachgewiesen. In ihrer Erhebung tberpriften sie zusatzlich den Einfluss dieser
Adharenz von Chlamydien auf die mikroskopisch sichtbare Morphologie. So
konnten Wglner-Hanssen et al. (1984) keinen Einfluss auf die Morphologie der
Spermatozoen beobachten. Nahere Angaben zur Anzahl der untersuchten
Patienten lassen sich der Veroffentlichung nicht entnehmen. Soffer et al. (1990)
erhoben Daten von 175 Patienten. Bei 84 Mannern lag eine kulturpositive
Chlamydia trachomatis Infektion vor im Gegensatz zu 91 Patienten, die eine
Kontrollgruppe bildeten. Die Gruppen wurden miteinander verglichen. Es konnte
kein kleinerer Anteil der normal geformten Spermatozoen bei der
Untersuchungsgruppe festgestellt werden. Der Anteil der normal geformten
Spermatozoen ist der alleinige aufgenommene Parameter zur Beschreibung der
Morphologie in dieser Verdffentlichung gewesen. In einer Untersuchung von
Depuydt et al. (1998) konnte ein hoherer Anteil abnormer Spermatozoenformen
bei 440 Patienten mit Prostatitis beobachtet werden. Dieser Zusammenhang
wurde als signifikant erklart, jedoch sind der Verdoffentlichung keine naheren
Daten zu entnehmen. Zusatzlich erhoben Depuydt et al. (1998) die
Konzentration an Sauerstoffradikalen im Ejakulat bei Patienten mit Prostatitis,
bei Mannern mit nachgewiesener Leukozytospermie und ohne
Leukozytospermie. Die Sauerstoffradikalenkonzentration war signifikant erhdht
bei den Gruppen mit Leukozytospermie und Prostatitis (P<0,0001). Depuydt et
al. (1998) postulieren einen Einfluss der Sauerstoffradikale auf die
Spermatozoenmembranen, indem dort das Fett-Sauren-Verhaltnis bei Verlust
ungesattigter Fettsauren verandert wird. Ein direkter Zusammenhang mit den
mikroskopisch sichtbaren morphologischen Veranderungen wird von Depuydt et
al. (1998) nicht beschrieben.

Die von uns durchgefiihrte Untersuchung konnte eine beschriebene
Veranderung des Anteils der kleinen Spermatozoenkopfformen (Toth et al.,
1982) bestatigen. Negative Veranderungen wie eine Erhéhung des Anteils der
langlichen Spermatozoen (Kruger et al., 1998) oder eine Verminderung des
Anteils der normalen Spermatozoenkopfe (vgl. 1.2.4) waren in unserer

Untersuchung nicht darstellbar. Mdgliche Defekte der Mittelstlicke (Leib et al.,
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1994) und der Schwanze (Leib et al., 1994; Xu et al., 1997) von Spermien im
Rahmen einer Leukozytospermie oder eines infektiosen Geschehens konnten

durch technische Einschrankungen des CASA-Systems nicht nachvollzogen

werden.
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4.3 Schlussfolgerungen

Die Erwartungen an die durchgefiihrte Untersuchung wurden nur teilweise
erflllt. Die mit dem CASA-System ermittelten Daten erlaubten nur bedingt eine
Klarung der in 1.4 geschilderten Fragestellungen. Die beschriebenen
Schwierigkeiten mit dem CASA-System limitierten die aufnehmbaren
Parameter. Die Auswertung der Messdaten dieser Erhebung ergab, dass die
Leukozytospermie keinen Einfluss auf den Anteil der Spermatozoen mit
normaler Kopfmorphologie hatte. Von den messbaren Subtypen der
Spermatozoenkopfdeformierungen konnte lediglich bei den kleinen Kopfformen
eine signifikante Veranderung des Anteils festgestellt werden. Dieser Effekt
zeigte sich jedoch nur bei direktem Vergleich der Untersuchungsgruppe mit der
Kontrollgruppe, wahrend gepaarte Vergleiche zweier Messungen diesen
Einfluss nicht bestatigen konnten. Da beziglich der Zielgrésse (Anteil der
normalen Spermatozoenkopfe) die Ergebnisse beider Vergleichsmethoden
einheitlich sind, ist die Aussage des nicht vorhandenen Einflusses auf diese
Grosse in unserer Erhebung relativ sicher zu machen. Da in erster Linie dieser
Parameter der Morphologie relevant fur die Fertilitat ist, kann die Bedeutung
einer Leukozytospermie beztiglich der Morphologie humaner Spermatozoen als

gering betrachtet werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung, ob die Morphologie
humaner Spermatozoen durch eine Leukozytospermie beeintrachtigt wird. Die
bisher durchgefihrten Untersuchungen zu dieser Fragestellung kamen zu
uneinheitlichen Ergebnissen. In vergleichbaren Erhebungen lasst die Wahl der
verwendeten Methoden zur Leukozytendetektion und der morphologischen
Vermessung der Spermatozoen an den gewonnenen Daten zweifeln. In der
vorliegenden Untersuchung sollte durch Einsatz eines Computer-Assisted-
Semen-Analysis(CASA)-System mit computergestitzter morphologischer
Vermessung und Analyse der Spermatozoen ein hohes Mass an Objektivitat,

sowie eine hohere Anzahl ermittelbarer Parameter erreicht werden.

Die Ejakulate von 82 Patienten wurden mit dem CASA-System
ausgewertet. Die Untersuchungsgruppe enthielt 42 Patienten mit
Leukozytospermie (>10° Leukozyten/ml). Die Kontrollgruppe bildeten 40
Patienten ohne Leukozytospermie (<10° Leukozyten/ml). Jeder Patient wurde
ein zweites Mal nach mindestens 2 Monaten, aber nicht spater als nach 12
Monaten untersucht. Es wurden nur Patienten in die Untersuchungsgruppe
aufgenommen, die auch zum zweiten Zeitpunkt der Messung eine
Leukozytospermie aufwiesen. Die Leukozyten wurden mit Hilfe der Peroxidase-
Farbung identifiziert. Die Ejakulatausstriche wurden entsprechend der Methode
nach Papanicolaou gefarbt und nach den Kriterien der WHO ausgewertet. Wir
verglichen die Prozentanteile von Spermatozoen mit verschieden Kopf- und
Schwanzformen der beiden Messungen innerhalb der Untersuchungs- und der

Kontrollgruppe sowie beide Kollektive miteinander.

Die  Untersuchungsgruppe mit 42 Patienten bei vorliegender
Leukozytospermie zeigte keine signifikanten Veranderungen hinsichtlich des
Prozentanteils der Spermatozoen mit normaler Kopfform von der ersten zur

zweiten Messung. In der Kontrollgruppe konnten wir keine signifikant hoheren
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Anteile der normalen Kopfform zu beiden Zeitpunkten feststellen. Bis auf eine
signifikante Verringerung des Prozentanteils der kleinen
Spermatozoenkopfformen bei der Untersuchungsgruppe lagen keine
Veranderungen der abnormen Kopfformen bei einer der beiden Gruppen vor.
Die Ergebnisse hinsichtlich der Spermatozoenschwanzmorphologie waren
aufgrund von technischen Problemen mit dem CASA-System nicht mit der

notwendigen Validitat einbeziehbar.

In dieser Erhebung konnte kein negativer Effekt einer Leukozytospermie
auf den Anteil normal geformter Spermatozoenkdpfe gefunden werden. Einer
Leukozytospermie kann als Ursache morphologischer Veranderungen von
Spermatozoenkopfen im Rahmen einer Infertilitatsdiagnostik keine besondere

Bedeutung beigemessen werden.
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