_, JOURNAL FUR
FERTILITAT UND REPRODUKTION

BOHRING C, KRAUSE W
PV B @ Siev atexed -V t.hé 1e? as d.e ‘A -eser -ealt.o

Joura fi et tit - 2fe 0dxukt o 2003 13 (2) (4 usgake
fi-Sc- we x) 15-19

Joura fi et tit oo 3Ke ~0d2ikt 0 2003 13 (2) (4 usgare
fi- Oste-re c) 16-20

Homepage:

www.kup.at/fertilitaet

Online-Datenbank mit
Autoren- und Stichwortsuche

ZEITSCHRIFT FUR IN-VITRO-FERTILISIERUNG, ASSISTIERTE REPRODUKTION UND KONTRAZEPTION

. Indexed in EMBASE/
Krause & Pachemegg GmbH - VERIAG fur MEDIZIN und WIRTSCHAFT - A-3003 Gablitz Fxcerpta Medica


http://www.kup.at/cgi-bin/popup.pl?url=http://www.kup.at/fertilitaet
www.kup.at/db/index.html

Erschaffen Sie sich lhre
ertragreiche grine Oase in
lhrem Zuhause oder in lhrer
Praxis

Mehr als nur eine Dekoration:

. Sie wollen das Besondere?

 Sie mochten Ihre eigenen Salate,
Krauter und auch |hr Gemuse

ernten?
e Frisch, reif, ungespritzt und voller
Geschmack?
. Ohne Vorkenntnisse und ganz
ohne grunen Daumen?



https://www.kup.at/extern?url=https://homegarden.co.at/

16

Einflul von Spermatozoen-Antikorpern auf die
Akrosomreaktion

C. Bohring, W. Krause

Das Auftreten von Spermatozoen-Antikérper (antisperm antibodies = ASA) in infertilen Paaren kann zu Fertilititsstorungen beitragen. ASA sind die
Hauptursache fiir imnmunologische Fertilitatsstérungen, indem sie heterogene Effekte auf die Spermatozoenfunktioen in Abhangigkeit von der Bin-
dungsstelle ausiiben. Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses der ASA auf die Akrosomreaktion (AR). Die spontane Akrosomreak-
tion (SAR) und die durch ein Kalzium-lonophor A23187 induzierte Akrosomreaktion (IAR) wurde mittels der DurchflulSzytometrie (flow cytometry)
mit Hilfe einer immunzytologischen Doppelfirbung bestimmt. Die Darstellung des Akrosomstatus erfolgte durch die Bindung des monoklonalen TUS
19-Antikorpers, welcher durch einen Fluoreszenz-markierten Sekundarantikérper detektiert werden konnte. Avitale Zellen wurden mit Propidiumjodid
(PI) gefarbt und konnten dadurch identifiziert werden. Ein homogener Spermatozoen-Pool von gesunden Spendern erméglichte eine sichere Vergleich-
barkeit der Ergebnisse und eine Minimierung der individual-spezifischen Interaktionen zwischen ASA und Spenderspermien. Der Einflul3 von ASA auf
die AR wurde mit 30 Seminalplasmaproben von infertilen Mannern, in denen ASA nachgewiesen werden konnten, im Vergleich zu Kontrollproben
ohne ASA untersucht. Es konnte gezeigt werden, dals ASA, gewonnen aus Seminalplasma von immunologisch infertilen Patienten, einen signifikanten
(p < 0,05) Anstieg der akrosomalen Rate von vitalen Spender-Spermatozoen induzieren, unabhingig von der Zahl der ASA-Konzentration in den
Proben. Hierbei ist von klinischer Relevanz, dal’ tiblicherweise Spermatozoen die AR in unmittelbarer Niahe der Oozyte zwecks Zona pellucida-
Penetration durchlaufen. Spermien, welche die Abfolge der AR bereits vorher durchlaufen haben, sind nicht mehr befruchtungsfahig.

Antisperm antibodies (ASA) in infertile couples contribute significantly to male and female infertility. ASA are the main cause of immunological
infertility, they may have heterogeneous effects on sperm functions, obviously depending on their binding sites. This study’s aim was to evaluate the
influence of ASA on the acrosome reaction (AR). Spontaneous acrosome reaction (SAR) and induced acrosome reaction (IAR) by calcium ionophor
A23187 were observed and determined by means of a flow cytometer. Flow cytometric estimates of acrosomal integrity were obtained using a
monoclonal antibody (TUS 19) and a secondary fluorescence labelled antibody. Cell viability was obtained by counterstaining with propidium iodide
(PI). The use of a pool of donor spermatozoa excluded differences in individual stages of sperm maturation and minimized the individual specific
interaction between ASA and donor spermatozoa. For the investigation of the acrosome reaction we used 30 seminal plasma samples from infertile
men containing ASA, in comparison to a control group of 10 samples without ASA. ASA from immunologic infertile patients were able to enhance
significantly the spontaneous and induced acrosome reaction in donor spermatozoa (p < 0.05). There was no association between the values of ASA
concentration and the extent of the AR. This may be of clinical relevance, since usually the spermatozoa undergo the acrosome reaction in the vicinity
of the oocyte in order to start the zona pellucida penetration. Spermatozoa, in which the AR was prematurely induced by ASA, will not be able to

fertilize. ] Fertil Reprod (Osterreich) 2003; 13 (2): 16-20.

mmunologische Fertilitdtsstorungen bei Mannern beru-

hen vorwiegend auf krankhaften Verdnderungen in der
Immunreaktion. Die Hauptursache fiir solche Stérungen
liegen in der Bildung von spontanen Spermatozoen-Anti-
korpern (antisperm antibodies = ASA), welche die Be-
fruchtungsfahigkeit der Spermatozoen beeintrachtigen
und so eine immunologisch bedingte Infertilitdt erzeugen.
Beim Vorhandensein von ASA im mannlichen Organismus
spricht man von Autoantikdrpern; es handelt sich hierbei
um eine Autoimmunerkrankung. Das Auftreten von ASA
bei Frauen beruht auf der Immunantwort des Organismus
auf Fremdproteine. Diese Immunreaktion wird in bestimm-
ten Fallen jedoch durch das Vorhandensein von anti-idio-
typischen Antikdrpern unterdriickt, welche gegen Deter-
minanten der hypervariablen Region von ASA gerichtet
sind. Eine Storung dieses dynamischen Gleichgewichts
zwischen neutralisierenden anti-idiotypischen Antikor-
pern und ASA kann die immunologische Infertilitdt bedin-
gen [1].

Die Haufigkeit von ASA bei infertilen Paaren ist in der
Literatur mit sehr unterschiedlichen Daten belegt, die
Zahlen reichen von 9-36 % [2-4]. Als Erkldrung fir diese
groe Spannbreite der Werte sind Umfang des Patienten-
kollektivs, der ASA-Detektionsmethoden und der unter-
suchten Korperflissigkeiten zu nennen. ASA kénnen im
Ejakulat des Mannes auftreten, wobei sie in geloster Form
im Seminalplasma vorkommen oder an die Spermatozoen-
Oberfliche gebunden sind, ebenso kénnen sie im Blut-
serum vorliegen. lhre Bedeutung fiir immunologische
Fertilitatsstorungen ist jedoch fraglich, da kein direkter
Antigenkontakt stattfindet. Bei der Frau findet man ASA
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auch im Zervixmukus, in der Ovidukt- und FollikelflGssig-
keit. Die Inzidenz von ASA im Ejakulat bei infertilen Méan-
nern liegt bei 10 %, bei ungefdhr 5 % der infertilen Frauen
tritt ASA im Zervixmukus auf [5, 6]. Mdnner, bei denen
mehr als 50 % der Spermatozoen im Ejakulat mit ASA be-
haftet sind, haben eine deutlich reduzierte Fertilitat [7].
ASA Uben heterogene Effekte auf die Fertilisationskapazi-
tat von Spermatozoen aus. In dieser Studie wurde der Ein-
flull von ASA auf die Akrosomreaktion von Spermatozoen
untersucht.

Patienten und Methoden

Die Ejakulatproben von Patienten und Spendern wurden
nach einer sexuellen Karenzzeit von 3 bis 4 Tagen durch
Masturbation gewonnen. Die Ejakulatuntersuchungen er-
folgten im Rahmen des andrologischen Routinelabors,
wobei die WHO-Kriterien [8] fiir die Beurteilung der Eja-
kulat-Parameter zugrunde gelegt wurden. Die Patienten-
Ejakulate wurden nach Verfliissigung bei 3.000 g fiir 10
min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand, das
Seminalplasma, wurde aliquotiert bei —20°C eingefroren.
Alle Proben wurden auf das Vorhandensein von ASA un-
tersucht.

Direkter MAR (Mixed Antiglobulin Reaktions) Test

Der Nachweis von ASA im frischen Ejakulat erfolgte mit
dem direkten MAR-Test. 10 pl frisches, verflissigtes Ejaku-
lat wurden auf einem Objekttrager mit 10 pl der Latex-
partikel-Suspension gemischt. Danach erfolgte die Zugabe
des Antiserums gegen humanes Fab sowie erneutes Mi-
schen. Unmittelbar danach wird die Zahl derjenigen moti-
len Spermatozoen (mindestens 100) bestimmt, an die min-
destens ein Latexpartikel fixiert war. Aus dem Prozentsatz
von beweglichen Spermatozoen resultierte das direkte
MAR-Testergebnis. Der Test weist auf das Vorhandensein
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von Antikérpern hin, wenn mehr als 20 % der Spermato-
zoen Latexpartikel binden. Es wurden alle Ejakulat-Poben
der gesunden Spender mit diesem Testverfahren auf 1gG-
ASA untersucht und nur Ejakulate weiterverarbeitet, in de-
nen keine ASA vorhanden waren.

Indirekter MAR-Test

Die Durchfiihrung des indirekten MAR-Tests ist beim Vor-
handensein von keinen oder zu wenigen motilen Sperma-
tozoen anzuraten. Daflir wurden die |6slichen ASA aus
dem Patienten-Seminalplasma nach Bindung an Spender-
Spermatozoen bestimmt. 100 pl Seminalplasma wurden
mit 300 pl IVF-Puffer verdiinnt. Davon wurden 100 pl mit
100 pl einer Spender-Spermatozoen-Suspension vermischt.
Die Losung wurde in einem verschlossenen Rohrchen im
Wasserbad bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Die folgenden
Schritte wurden dann wie beim direkten MAR-Test be-
schrieben durchgefiihrt.

Auslosen der akrosomalen Reaktion unter Spermatozoen-
Antikorper-Einfluf§

Unter Verwendung der DurchfluBzytometrie (flow cyto-
metry) wurde der Einflufl von ASA auf die Akrosomreakti-
on evaluiert. Es wurde fiir jede Probe die spontane und die
durch ein Kalzium-lonophor (A 23187) induzierte Akro-
somreaktion bestimmt. Spender-Spermatozoen wurden
nach der swim up-Methode aufgearbeitet und die Zellzahl
mit IVF-Puffer (+ 15 mM HEPES) auf 5 x 10%/ml eingestellt.
Die Zellen wurden in gleiche Portionen aufgeteilt und mit
Patienten- und Kontroll-Seminalplasmen 1:1 fiir 2 h bei
37°C im Brutschrank mit 7 %iger CO,-Begasung inkubiert.
Die Seminalplasmen wurden vorher 1:3 mit IVF-HEPES-
Puffer verdiinnt. Parallel dazu wurden Proben ohne Semi-
nalplasma-Zugabe, dementsprechend nur mit Puffer in
gleicher Weise, angesetzt und inkubiert. Nach der Inkuba-
tion wurde die Probe mit 3 ml IVF-HEPES-Puffer bei 300 g
fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenom-
men und das Pellet nochmals wie beschrieben gewaschen.
Jede Probe wurde in 960 pl IVF-HEPES-Puffer aufgenom-
men und in zwei gleiche Portionen aufgeteilt. Zu einem
Teil der Probe wurden 20 pl Kontroll-Reagenz (12,5 % (v/v)
DMSO in PBS) gegeben, wodurch die Zahl der spontan
Akrosom-reagierenden Samenzellen ermittelt wurde, der
andere Teil der Probe wurde mit dem Kalzium-lonophor
A23187 (12,5% (v/v) DMSO 1 mM A23187 in PBS) ver-
setzt. Beide Versuchsansédtze wurden danach fiir 30 min

bei 37°C im Brutschrank mit 7 %iger CO,-Begasung inku-
biert. Die Proben wurden dann wie oben beschrieben ein-
mal gewaschen.

Bestimmung der Akrosomreaktion mit TUS 19

Der monoklonale Spermatozoen-Antikorper TUS 19, wel-
cher uns freundlicherweise von Herrn Prof. Ziegler (Freie
Universitdt Berlin) zur Verfligung gestellt wurde, bindet an
die innere akrosomale Membran, wenn diese nach der
erfolgten akrosomalen Reaktion exponiert ist (Endpunkt-
bestimmung). Durch einen FITC-markierten Sekundaranti-
korper wurde die Bindung von TUS 19 sichtbar gemacht.
Die avitalen Zellen wurden mit Propidiumjodid (Pl) mar-
kiert und konnten dadurch identifiziert werden. 200 pl
Kulturmedium mit von monoklonalen Mauszellinien an-
gereicherten TUS 19-Antikérpern wurden auf die Sperma-
tozoen-Proben, bei welchen eine spontane oder induzier-
te Akrosomreaktion abgelaufen war, pipettiert und 20 min
bei 37°C inkubiert. Danach wurde 2mal mit PBS (0,3 %
(w/v) BSA)-Puffer gewaschen. Das verbleibende Pellet
wurde in 200 pl PBS resuspendiert, mit 5 pl eines heterolo-
gen FITC-markierten Sekunddrantikorpers versetzt und fir
20 min unter Lichtausschluf3 bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Proben wurden nochmals mit PBS-Puffer gewa-
schen, in 200 pl PBS-Puffer aufgenommen und mit 5 pl
Pl-Losung (1,5 mM) versetzt. Nach 2minditiger Inkubation
wurden die Proben nach erneutem Waschen mit PBS in
1 ml Puffer aufgenommen und direkt danach mit dem
FACS-Gerdt durchfluRzytometrisch gemessen. Es wurden
jeweils 10.000 Ereignisse gemessen.

Ermittlung des akrosomalen Status und der Vitalitit der
Spermatozoen

Aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzsignale von
FITC und PI kénnen die Signale tiber zwei Detektoren ge-
trennt registriert werden. Auf diese Weise konnten simul-
tan Akrosomstatus und Vitalitdt eines Spermatozoons er-
mittelt werden. Die Auswertung der Versuche erfolgte mit
Hilfe des Programms ,FLOWScan”. Das fiir Spermatozoen
typische Seitwdrts- und Vorwadrts-Streulicht ermdglichte
eine Abgrenzung (Cate) der gesamten Spermatozoen-
Populationen. Ausgehend von dieser Population wurde in
einem 2D-Diagramm, welches auf der x-Achse die Signal-
intensitat fur Pl (FL3) und auf der y-Achse die Intensitat fir
FITC (FL1) darstellte, jede gemessene Zelle entsprechend
ihrer Signalintensitdt in das Koordinatensystem eingeord-

a) AL S I

T T

FL1

FL3

b) pnspell ceanpal® pounll o

L=

T T T

[2-]

FL1

T T T TTIm

b

0 FL3

Abbildung 1 a und b: Darstellung einer durchflufzytometrischen Auswertung zur Bestimmung des akrosomalen Status und der Vitalitdt von Spermato-
zoen unter SpAK Einflul8. Dot-Plot einer mit Kontroll-Reagenzien inkubierten Probe (Abb. 1a) und Dot-Plot einer mit A23187 inkubierten Probe (Abb. 1b).

x-Achse: FL3 (PI Signalintensitdt); y-Achse: FL1 (FITC Signalintensitat)
1 vitale Spermatozoen / ohne Akrosom ~ FITC positiv Pl negativ
2 vitale Spermatozoen / mit Akrosom FITC negativ Pl negativ

3 avitale Spermatozoen / ohne Akrosom
4 avitale Spermatozoen / mit Akrosom

FITC positiv
FITC negativ

Pl positiv
Pl positiv
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net. Die Haufigkeitsverteilung der Zellen mit den verschie-
denen Merkmalen werden durch die Punktwolken (Dot-
Plots) beschrieben. Es wurden im Dot-Plot der FL1- und
FL3-Kandle vier Zellgruppen abgegrenzt und die jeweilige
Zellzahl absolut und prozentual zu allen im Diagramm
berticksichtigten Zellen angegeben. Ein typisches Beispiel
fir den Akrosom- und Vitalitats-Status von Spermatozoen
ist in Abbildung Ta und b dargestellt.

Berechnung des Akrosomstatus vitaler Spermatozoen
Fir die Ermittlung des Akrosomstatus wurden nur die vita-
len Spermatozoen beriicksichtigt, da avitale Spermatozo-
en unspezifische Bindungsreaktionen eingehen kénnen.

Berechnung der spontanen Akrosomreaktion (SAR) in %:

SAR < Anzahl der Zellen ohne Akrosom x Anzahl der Ereignisse

Anzahl aller vitalen Zellen

Die induzierte Akrosomreaktion (IAR) errechnet sich mit
derselben Formel, jedoch mit den Auswertungen nach In-
kubation mit dem Kalzium-lonophor A23187 [9].

Ergebnisse

Einfluf§ von Spermatozoen-Antikorper auf die Akrosom-
reaktion

In dieser Studie wurde der Einfluls von ASA auf die sponta-
ne und induzierte akrosomale Reaktion der Spermatozoen
untersucht. Ein homogener Spermatozoen-Pool von ge-
sunden Spendern ermdglichte eine sichere Vergleichbar-
keit der Ergebnisse. Die AR wurde mit dem lonophor
A23187 induziert, parallel dazu lief die spontane AR ab.
Die Darstellung des akrosomalen Status und der Vitalitat
der Spermatozoen erfolgte mittels immunzytologischer
Doppelfdrbung und die Bestimmung der jeweiligen Zahl
Spermatozoen mit Hilfe der Durchflufzytometrie.

Vergleich des Spermatozoen-Antikorpertiters mit der
spontanen und der induzierten Akrosomreaktion
Abbildung 2 zeigt die Werte der spontanen (SAR) und die
induzierte (IAR) Akrosomreaktion fiir jede einzelne Patien-
ten-Probe. Der Gruppen wurden mittels des Student-t-Test
verglichen. Die Abbildung zeigt, dal’ die ASA-inkubierten

B0
- 50 4
% IAR
g p<0.001
g L SAR ¢
% p<0.05 _!_
% 20 4 : +
o .
< 104 -

-+
i] + i : i
C T C T

Abbildung 2: Vergleich der Kontrollgruppe (C) ohne ASA und der mit
ASA (T) inkubierten Gruppe. Die Zugabe von Seminalplasma mit ASA
zeigte einen signifikanten Anstieg der spontanen (SAR) und induzierten
(IAR) Akrosomreaktion in Spender-Spermatozoen. Die horizontale Line
zeigt den Mittelwert jeder Gruppe.

C = Seminalplasma ohne ASA; T = Seminalplasma mit ASA
SAR = spontane Akrosomreaktion; IAR = induzierte Akrosomreaktion.
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Proben (T) gegentiber der Kontrollgruppe (C) einen signifi-
kanten Anstieg der AR induzieren. Die ASA-inkubierte
Gruppe |0ste einen deutlich hoheren Prozentsatz der SAR
(p < 0,05) und IAR (p < 0,001) als die Kontrollgruppe aus.

Es bestand kein Zusammenhang zwischen der Hohe
des indirekten MAR-Testergebnisses, welcher im Vorfeld
fir jede Seminalplasma-Probe durchgefiihrt wurde, und
dem Einfluf von ASA auf den akrosomalen Status der
Spermatozoen.

Diskussion

Die Akrosomreaktion (AR) ist ein exozytotischer ProzeR,
bei dem die dufere akrosomale Membran und die dariiber
liegende Plasmamembran miteinander fusionieren. Nach
einer darauffolgenden Perforation der Membranen wird
der akrosomale Inhalt, bestehend aus einer Vielzahl von
Enzymen, freigesetzt, bis sich schlieflich das gesamte Akro-
som abl6st und die innere akrosomale Membran exponiert
wird. Der gesamte Ablauf, beginnend mit der Kapazitation
bis hin zur vollstindigen akrosomalen Reaktion der Sper-
matozoen, kann durch Interaktion mit ASA oder deren
Bindung an relevante Oberflachen-Rezeptoren beeinflufSt
werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dafl Spermatozo-
en-Antikorper, gewonnen aus Seminalplasma von immu-
nologisch infertilen Patienten, einen Anstieg der akroso-
malen Rate von vitalen Spender-Spermatozoen induzieren,
unabhéngig von der Hohe des MAR-Testergebnisses [10].
Erstmals wurde fiir die Beantwortung dieser Fragestellung
die DurchfluBzytometrie verwendet, welche eine Mes-
sung von grofen Zellzahlen sowie die Determination der
beiden Parameter Akrosomstatus und Vitalitdt ermdéglicht.

Die Ergebnisse in der Literatur beziiglich des Einflusses
von ASA auf die Akrosomreaktion sind sehr widerspriich-
lich, ebenso waren die Versuchsansatze haufig sehr unter-
schiedlich. Eine Arbeit beschreibt den ASA-Einfluf8 auf die
SAR, wobei die Spender-Spermatozoen mit ASA-positiven
Seminalplasma-Proben inkubiert und nur vitale Spermato-
zoen in die Untersuchung einbezogen wurden [11]. Die
Ergebnisse zeigten, dall vorhandene ASA einen Anstieg
der spontanen akrosomalen Rate zur Folge hatten. Eine
andere Untersuchung konnte ebenfalls eine erhéhte In-
duktion der spontanen AR beobachten, jedoch unter Ver-
wendung von ASA aus Follikelflissigkeit [12]. In einer
weiteren Arbeit wurde nach der Inkubation von Spender-
Spermatozoen mit ASA aus Seminalplasma kein Unter-
schied in der spontanen AR gegeniiber den Kontrollproben
gefunden, die durch ein Kalzium-lonophor induzierte Re-
aktion hatte eine geringere akrosomale Rate zur Folge
[13]. Jedoch waren in dieser Untersuchung die Inkubati-
onszeiten mit dem lonophor sehr lang und es erfolgte kei-
ne tot/lebend-Abgrenzung der Spermatozoen. Es wurde
somit nicht berlicksichtigt, da8 avitale Spermatozoen sehr
haufig unspezifische Antikdrperbindungen zeigen und
dadurch zu einer Verfdlschung der Ergebnisse fiihren. Die
Bestimmung der spontanen und induzierten AR bei Patien-
ten mit ASA zeigte keinen Unterschied zwischen jenem
Spermatozoon, an dem die gebundenen ASA mit Immuno-
bead-Partikeln nachgewiesen wurde, und den restlichen
[14].

Kontrdr dazu waren hingegen die Resultate von Menge
etal., die in MAR-positiven Ejakulatproben die ASA mittels
des immunaffinitatsgereinigten Antigens FA-1 entfernten



und einen Anstieg der akrosomalen Rate der Spermatozo-
en feststellten [15]. Bei der Verwendung von ASA aus dem
Serum von weiblichen und mannlichen Infertilittspatien-
ten gab es wieder andere Ergebnisse: Tasdemir konnte bei
der SAR und bei der IAR ein Absinken der akrosomalen
Rate gegeniiber Seminalplasmen gesunder Spender fest-
stellen [16, 17]. ASA aus mannlichen Serumproben kon-
nen als Folge einer Inhibition der AR die Bindung von
Spender-Spermatozoen an die Zona pellucida behindern
[18].

Die Differenzen in den Ergebnissen beruhen in erster
Linie auf der Wahl unterschiedlicher Methoden der Evalu-
ierung des akrosomalen Status. Es gibt zwei grundsdtz-
liche Strategien, um den Ablauf der Akrosomreaktion zu
bestimmen: (i) eine Markierung der dulleren akrosomalen
Membran einschlieBlich der akrosomalen Inhaltsstoffe, so-
wie (ii) eine Markierung der inneren akrosomalen Mem-
bran. Mit der ersten Technik kénnen Akrosom-intakte Sper-
matozoen markiert und die beginnende Akrosomreaktion
bis zum fast vollstindigen Lésen der duferen akrosomalen
Membran sowie dem Austritt der Inhaltsstoffe verfolgt wer-
den. Haufig werden fiir die Markierung Fluorophor-dotier-
te Lektine oder spezifische Antikérper verwendet. Das PSA
(Pisum sativum Agglutinin) und das PAN (Arachis hypogae
Agglutinin) z. B. sind gegen die dufere akrosomale Mem-
bran und die akrosomalen Inhaltsstoffe gerichtet.

In dieser Arbeit wurde der monoklonale, FITC-markierte
Antikorper TUS 19 verwendet, welcher an die innere akro-
somale Membran bindet und deshalb erst nach dem voll-
standigen Ablauf der Akrosomreaktion diese Spermatozoen
markiert. Es handelt sich deshalb um eine Endpunkt-
bestimmung. Auf dem gleichen Prinzip beruht auch der
Nachweis mit Lektin ConA (Concanavalia ensiformis Ag-
glutinin) oder die Verwendung eines monoklonalen, FITC-
markierten Antikorpers gegen das Antigen CD46, welches
nur auf der inneren akrosomalen Membran exprimiert wird.
Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen den beiden
Nachweisstrategien hinsichtlich der akrosomalen Rate sind
deshalb leicht nachvollziehbar.

In neueren Arbeiten wird postuliert, dals zum Nachweis
der akrosomalen Reaktion die Kombination beider Strate-
gien sinnvoll und notwendig ist. Es wird vorgeschlagen,
einen FITC-markierten Antikorper gegen CD46 der inne-
ren akrosomalen Membran in Verbindung mit FITC-mar-
kiertem PSA gegen die dullere akrosomale Membran und
akrosomale Inhaltsstoffen zu verwenden [19, 20].

Mit zunehmendem Verstindnis des gesamten Ablaufs
der akrosomalen Reaktion bis hin zur vollstandigen Expo-
sition der inneren akrosomalen Membran, welche eine In-
teraktion mit der Zona pellucida erst moglich macht, die

aus einer Kaskade von Einzelprozessen besteht und mit
vielen Prozessen und Strukturen verknipft ist, wird der
EinfluB einer ASA-Bindung genauer beschrieben werden
kénnen. Das Vorkommen eines membranstandigen Tyro-
sin-Kinase-Rezeptors und eines membranstindigen Typ
[ll-Rezeptors, welcher mit einem GTP-bindenden Protein
vergesellschaftet ist (Aktivierung des G-Proteins durch An-
lagerung von Guanosin-Triphosphat), sowie einer mem-
brangebundenen Adenylatzyklase und Proteinkinase-C
wurden bereits beschrieben [21]. Die Blockierung von
Kalzium-lonenkandlen oder lonen-Austauschern durch
ASA und eine daraus resultierende Veranderung des Mem-
branpotentials kann den Ablauf der akrosomalen Reaktion
beeinflussen.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dals ASA
die akrosomale Reaktion von Spermatozoen beeinflussen
kénnen. Die Interaktion von ASA mit unterschiedlichen
oder individual-spezifischen Antigenen spielt hierbei mit
Sicherheit eine sehr grof8e Rolle. Es konnte allerdings bis-
her noch keines dieser mit ASA korrespondierenden Anti-
gene der duferen oder inneren akrosomalen Membran
proteinbiochemisch identifiziert werden [22].
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