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Hodenbiopsie, Histologie und TESE

M. Bergmann

Die Spermatogenese erfolgt in den Keimtubuli, die aus einer Lamina propria und dem Keimepithel bestehen. Das Keimepithel besteht aus Keimzellen
und somatischen Sertoli-Zellen. Sertoli-Zellen triggern die Spermatogenese tiber die hormonellen Stimuli von FSH und Androgenen und bilden die
Blut-Hoden-Schranke, die Spermatozyten und Spermatiden vor dem kérpereigenen Immunsystem schiitzt und so eine Autoimmunreaktion verhindert.
Die Spermatogenese umfalSt die Proliferation der Spermatogonien, die Meiose der Spermatozyten und die Differenzierung der Spermatiden in
Spermatozoen (Spermiogenese). Man unterscheidet I-VI verschiedene Assoziationen von Keimzellen — ,Stadien der Spermatogenese” -, die in einem
,multi-stage arrangement” in der Langsachse der Keimtubuli angeordnet sind. Verschiedene Spermatogenesedefekte in benachbarten Keimtubuli:
,Bunte Atrophie” ist assoziiert mit Differenzierungsdefiziten der Sertoli-Zellen. Biopsien sollten in Bouinscher Losung fixiert werden. Die Diagnose
des Carcinoma in situ erfolgt durch den immunhistochemischen Nachweis der plazentalen alkalischen Phosphatase, die ausschlie8lich von den CIS-
Zellen exprimiert wird. Die histologische Evaluierung erfolgt tiber ein ,score count”-Verfahren und die Applikation moderner histologischer Techniken
zum Protein- und mRNA-Nachweis. Der sonographische Befund einer Mikrolithiasis korreliert histologisch mit dem Auftreten intratubulérer sphérischer
Konkremente, einer Verdickung der Lamina propria und eines Tubulusschattens. Er ist nicht spezifisch fiir CIS/TIN, korreliert aber mit CIS/TIN in
einem kleinen Subkollektiv von Patienten und bestatigt das erhohte Risiko infertiler Patienten, einen Hodentumor zu entwickeln. Bei Klinefelter-
Patienten besteht die Chance einer fokalen spermatogenetischen Restfunktion, die die Moglichkeit einer TESE/ICSI-Therapie eréffnet. Die Hodenbiopsie
sollte nur unter Einhaltung strikter Kriterien fiir Indikation und histologische Evaluation in dafiir qualifizierten Zentren, z. B. durch die ,European
Academy of Andrology” (EAU), durchgefiihrt werden.

Spermatogenesis proceeds within testicular seminiferous tubules consisting of the peritubular lamina propria and the seminiferous epithelium. The
seminiferous epithelium consists of germ cells and somatic Sertoli cells. Sertoli cells trigger germ cell development by mediating FSH and androgen
hormonal stimuli and create the blood-testis barrier that prevents spermatocytes and spermatids from autoimmune response. Spermatogenesis includes
proliferation of spermatogonia, meiosis of spermatocytes, and differentiation of spermatids into spermatozoa (spermiogenesis). There are |-V different
specific germ cell associations — “stages of spermatogenesis” — being sequentially arranged along the length of a tubule in a multi-stage arrangement.
Different impairment of spermatogenesis occurs in adjacent seminiferous tubules (mixed atrophy) and is associated with differentiation deficits of
Sertoli cells. Biopsy specimen should be fixed in Bouin’s solution. Diagnosis of the pre-invasive carcinoma in situ is based on the immuno-histochemical
demonstration of placental-like alkaline phosphatase (PLAP), being exclusively expressed in CIS cells. Histological evaluation should be performed
using a “score count” system, and the application of histological techniques for protein and mRNA expression. Ultrasonographic mikrolithiasis
corresponds to the occurrence of intratubular spherical concrements, thickening of the lamina propria and tubular shadows. It is not specific for CIS/
TIN, but in a small subgroup, microlithiasis additionally correlates also with CIS/TIN and confirms the increased risk for the development of testicular
germ cell tumours in infertile men. Klinefelter patients sometimes reveal focal spermatogenic activity within the testis offering the possibility of TESE/
ICSI treatment. Testicular biopsy should only be performed considering strict criteria of indication, and histological evaluation in qualified centres, i.
e. recommended by the European Academy of Andrology (EAA). ] Urol Urogynikol 2007; 14 (3): 5-12.

Keimtubuli (Tubuli seminiferi)

ie Hodenbiopsie ist ein invasives diagnostisches Ver-
Die Keimtubuli bestehen aus einer Wand, der Lamina

fahren mit einer entsprechenden Belastung und Risi-

ko fur den Patienten, das nur nach strikten Kriterien und
strenger Indikation vorgenommen wird. Voraussetzung ftir
eine fundierte histologische Analyse der Hodenbiopsie ist
die Kenntnis des Ablaufs der normalen Spermatogenese,
um Abweichungen oder pathologische Prozesse Uber-
haupt erkennen zu kénnen, sowie die Kenntnis der rele-
vanten Termini, um einen Biopsiebericht zu verfassen, der
den histologischen Befund korrekt wiedergibt.

Definitionen

Der Begriff ,Spermatogenese” umfalit den gesamten Pro-
zel’ der Keimzellbildung von den auf der Wand der Tubuli
sitzenden Stammzellen, den Spermatogonien, bis zu rei-
fen Spermien.

Er beinhaltet:

1. die Proliferation und Differenzierung der Spermatogo-
nien,

2. die meiotischen Reifeteilungen der Spermatozyten,

3. die Transformation der haploiden runden Spermatiden
zu Spermatozoen, die als ,Spermiogenese” (synonym:
,Spermatohistogenese”) bezeichnet wird und

4. das Freisetzen der ausdifferenzierten Spermatiden in
das Lumen der Keimtubuli (Spermiatio). Die aus dem
Keimepithel freigesetzte Keimzelle wird als ,Spermato-
zoon” (synonym: ,Spermium®”) bezeichnet.

Korrespondenzadresse: Prof. Dr. Martin Bergmann, Institut fiir Veterinar-
anatomie, -histologie und -embryologie, D-35392 Giefen, Frankfurter
Strale 98, E-Mail: martin.bergmann@vetmed.uni-giessen.de

propria, und dem Keimepithel. Die Lamina propria (~ 8 pm)
setzt sich aus 4-5 Lagen von uberwiegend kontraktilen
Zellen (Myofibroblasten) sowie kollagenen Fasern zusam-
men.

Das Keimepithel (~ 80 pm) liegt wie jedes Epithel auf einer
Basallamina und besteht aus Keimzellen und somatischen
Sertoli-Zellen. Der Durchmesser der Keimtubuli betragt
ca. 180 pm bis 250 pm.

Die Sertoli-Zellen reichen von der Basallamina an der
Tubuluswand bis zum Tubuluslumen. Sie sezernieren eine
Vielzahl von Faktoren und triggern somit die Spermatoge-
nese. Aullerdem transportieren sie die fir die Spermatoge-
nese notwendigen hormonellen Stimuli, da sie als einzige
Zellen im Keimepithel Rezeptoren fir Testosteron und FSH
besitzen. Zwischen den Sertoli-Zellen liegen die Keimzel-
len. Jede Sertoli-Zelle ist mit einer bestimmten Zahl von
Keimzellen in Kontakt. Sie ist ein Mal fiir die Quantitat der
Spermatogenese und betrdgt beim Mann etwa 10 Keimzel-
len pro Sertoli-Zelle. Sertoli-Zellen unterteilen das Keim-
epithel durch interzellulare ,tight junctions”, die Teil eines
komplexen Systems von Interzellularkontakten zwischen
benachbarten Sertoli-Zellen sind, in ein basales Kompar-
timent mit den Spermatogonien und ein adluminales
Kompartiment mit Spermatozyten und Spermatiden. Sie
bilden so innerhalb des Keimepithels die Blut-Hoden-
Schranke, eine immunologische Barriere, da die Keimzel-
len ab dem Stadium der primaren Spermatozyten auf ihrer
Zelloberflache Antigene ausbilden, die vom korpereige-
nen Immunsystem als fremd erkannt werden und bei Scha-
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Abbildung 1: Histologischer Schnitt durch das Keimepithel. Ap = Sperma-
togonie Typ A ,pale”, Ad = Spermatogonie Typ A ,dark”, sgB = Sperma-
togonie Typ B, p = primédre Spermatozyte im Pachytan, rsd = frithe runde
Spermatiden, elsd = elongierende Spermatiden. Hamatoxilin-Eosin,
Priméarvergrélerung x 40 (mod. Nachdruck aus: Bergmann M. Spermato-
genese. Physiologie und Pathologie. Urologe A 2005; 44: 1131-2, 1134—
8, mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags, © Springer 2005).

digung der Barriere eine Autoimmunreaktion hervorrufen
kénnen.

Innerhalb des Keimepithels verlauft die Spermatogenese

von der Wand (basal) zum Lumen (adluminal) (Abb. 1). Es

konnen drei Phasen der Keimzellbildung unterschieden

werden:

1. Mitotische Proliferation und Differenzierung (Spermatogo-
nien)

2. Meiotische Reifeteilungen (Spermatozyten)

3. Differenzierung der haploiden Spermatiden zu Spermi-

en (Spermiogenese)

Mitotische Proliferation und Differenzierung (Spermato-
gonien)

Spermatogonien haben wie alle anderen Korperzellen ei-
nen diploiden Chromosomensatz. Dabei besteht jedes
Chromosom (n) aus einer DNA-Doppelhelix (Chromatid =
C) (46xy, 2n2C). Sie haben Kontakt mit der Basallamina
der Tubuluswand. Man unterscheidet aufgrund unter-
schiedlicher Kernmorphologie Spermatogonien Typ A
(,pale” und ,dark”) und Typ B. Spermatogonien Typ A sind
mitotisch aktiv und bilden einen lebenslangen Pool von
Stammzellen fir die Spermatogenese. Ein Teil von ihnen
differenziert sich zu Spermatogonien Typ B. Auch diese
Zellen sind mitotisch aktiv (Abb. 1, 2). Nach Abschlul’ der
Zellteilungen l6sen sich die Spermatogonien Typ B von der
Wand des Keimtubulus und treten in die Meiose ein. Be-
dingt durch eine unvollstandige Zytokinese nach der letz-
ten mitotischen Teilung bleiben die Keimzellen tiber
Interzellularbriicken miteinander verbunden und bilden
Klone, die eine synchrone Keimzellreifung ermoglichen.

Meiotische Reifeteilungen (Spermatozyten)

Der Eintritt in die Meiose beginnt durch die Verdoppelung
des DNA-Gehaltes. Danach besteht jedes Chromosom aus
zwei Chromatiden, die sich nicht vollstandig voneinander
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Abbildung 2: Schema der Spermatogenese (Nachdruck aus: Bergmann
M. Spermatogenese. Physiologie und Pathologie. Urologe A 2005; 44:
1131-2, 1134-8, mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags, ©
Springer 2005).

trennen. Die Keimzellen werden nun als primare Sperma-
tozyten (Spermatozyten I) (46xy, 2n4C) bezeichnet. Die
Prophase der Meiose wird in Leptotin, Zygotan und
Pachytan unterteilt und dauert ca. 3 Wochen.

In der 1. Reifeteilung werden die Chromosomen auf die
beiden Tochterzellen verteilt, ohne dalt die Chromatiden
jedoch voneinander getrennt werden. Es entstehen so aus
einer primaren Spermatozyte zwei sekundare Spermato-
zyten (Spermatozyte 11) (23x oder 23y, 1n2C). Sekunddre
Spermatozyten teilen sich schon nach wenigen Stunden
wieder (2. Reifeteilung). Diese zweite Reifeteilung erfolgt
ohne eine erneute Verdoppelung des DNA-Gehaltes. Bei
dieser Teilung werden die Chromatiden eines jeden Chro-
mosoms endgliltig voneinander getrennt. Es entstehen
Spermatiden mit einem haploiden Chromosomensatz (23x
oder 23y, 1n1C). Die Meiose wird als Reduktionsteilung
bezeichnet, da hier der urspriingliche Chromosomensatz
der diploiden Spermatogonien (2n) auf den haploiden
Chromosomensatz der Spermatiden (1n) reduziert wird
(Abb. 1, 2).

Differenzierung der Spermatiden zu Spermien (Spermio-
genese, synonym: Spermatohistogenese)

Frithe Spermatiden sind runde Zellen, die sich zu Spermi-
en transformieren. Diese Transformation ist charakterisiert
durch mehrere gleichzeitig ablaufende Prozesse:

1. Bildung des Spermienkopfes

2. Bildung des Akrosoms

3. Bildung der GeifSel (Spermienschwanz)

4. Abschniirung des tberflissigen Zytoplasmas

Bildung des Spermienkopfes

Die Bildung des Spermienkopfes erfolgt durch Kondensie-
rung des Zellkerns auf etwa 10 % seines urspriinglichen
Volumens. Ermoglicht wird dies durch den Ersatz der mit
der DNA assoziierten Kernproteine, den Lysin-reichen




Histonen, durch Zystein-reiche Protamine. Beim Men-
schen werden ca. 85 % aller Histone durch Protamine er-
setzt (Abb. 3). Der Protamingehalt eines Spermiums ist
notwendig bei der Dekondensierung des Spermienkopfes
in der Eizelle bei der Bildung des mannlichen Vorkerns
nach der Befruchtung und somit ein fertilitatsrelevanter
Parameter [1].

Bildung des Akrosoms

Die Akrosombildung erfolgt tiber mehrere Phasen: Die er-
ste Phase ist charakterisiert durch die Bildung eines
akrosomalen Blaschens aus der Fusion zahlreicher vom
Golgiapparat der Zelle abgeschnirter Lysosomen (Golgi-
phase). Dieses akrosomale Blaschen lagert sich in der wei-
teren Entwicklung dem Zellkern auf (Kappenphase) und
entwickelt sich zeitgleich mit der Kondensierung des Zell-
kerns zum Akrosom (Akrosomphase) (Abb. 3a). Das
Akrosom enthdlt Enzyme wie Hyaluronidase und Akrosin.
Die Hyaluronidase wird bei der Akrosomreaktion freige-
setzt und |6st die Interzellularbriicken der Corona-radiata-
Zellen auf, wahrend das Akrosin als membranstandiges
Enzym der inneren akrosomalen Membran der Auflosung
der die Eizelle umgebenden Zona pellucida dient.

Bildung der GeilSel

Die Bildung der Geifel geht von zwei Zellorganellen, den
Zentriolen, aus, die in ,T-Stellung” zueinander liegen. Das
eine Zentriol nimmt Kontakt mit dem Spermatidenkern auf,
und aus dem zweiten wachsen Mikrotubuli (2 periphere
Doppeltubuli und 2 zentrale Tubuli: 9 + 2 Muster), welche
die Zelloberflache vorstilpen und somit die GeiRel bilden.
Die Ausbildung der GeiBel beginnt in der Kappenphase der
Akrosombildung und ist erst mit der Freisetzung des Spermi-
ums abgeschlossen (Abb. 3a). Am Ende wird das tiberschiis-
sige Zytoplasma der Spermatiden als Residualkorper abge-
schnurt und von den Sertoli-Zellen abgebaut. Die Sperma-
tide wird in das Lumen des Keimtubulus abgegeben und
dann als Spermatozoon bezeichnet. Die reifen Spermien
gelangen danach durch peristaltische Kontraktionen der
Tubuluswand tiber das Rete testis und die Ductuli efferentes
passiv in den Nebenhoden.

Kinetik der Spermatogenese

Auf Querschnitten eines Keimtubulus lassen sich verschie-

dene charakteristische Assoziationen von Keimzellen un-

terscheiden, die als Stadien der Spermatogenese bezeich-
net werden. Beim Menschen werden 6 Stadien (I-VI) un-
terschieden [2]. Diese Stadien sind Ausdruck mehrerer

,Spermatogenesewellen”, die im Keimepithel gleichzeitig

ablaufen:

e Stadium | ist definiert durch das Auftreten der friihen
runden Spermatiden nach der 2. Reifeteilung.

e Stadium Il ist charakterisiert durch die endgtiltige Rei-
fung der elongierten Spermatiden, das Abschniiren des
Zytoplasmas (Residualkorper) und der Spermiation.

e Im Stadium Il beginnt die Kondensierung des Zellkerns
der ndchsten Spermatidengeneration, und es erfolgt der
Eintritt der Spermatogonien Typ B in die Meiose.

e Die Stadien IV und V zeigen eine zunehmende Kon-
densierung der Spermatidenkerne und lassen sich
durch die Existenz der primdren Spermatozyten im
Leptotan (Stadium 1V) und Zygotén (Stadium V) unter-
scheiden. Am Ende des Stadiums V durchlaufen die pri-
mdren Spermatozyten die erste Reifeteilung.

Abbildung siehe Printversion

Abbildung 3: Spermiogenese: (a): schematische Darstellung der Spermio-
genese, (b, ¢): Protein/DNA-Assoziation von Histonen (b) und Protaminen
(c) (mod. Nachdruck aus: Bergmann M. Physiology of spermatogenesis.
In: Schill WB, Comhaire F, Hargreave T (eds). Andrology for the clinician.
Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, 2006; 272-81, mit freundlicher Ge-
nehmigung des Springer Verlags, © Springer 2006).

e Stadium VI ist definiert durch die Existenz der sekunda-
ren Spermatozyten.

Diese Stadien sind in Langsrichtung eines Keimtubulus
angeordnet und werden als Spermatogenesewelle bezeich-
net. Im Unterschied zu Nagern oder grofSeren Sdugern wie
Hund, Pferd, Schwein oder Rind findet man beim Men-
schen und den grollen Menschenaffen auf gegebenen
Tubulusquerschnitten immer mehr als ein Stadium (,multi-
stage arrangement” vs. ,single-stage arrangement”) (3, 4].

Die Dauer der Spermatogenese betragt ca. 74 Tage [5].
Die Passage durch den Nebenhodengang dauert im Mittel
ca. 12 Tage, so dall vom Beginn der Spermatogenese bis
zum Erscheinen des Spermiums im Ejakulat ca. 86 Tage
vergehen. Die Effektivitat der menschlichen Spermatoge-
nese liegt bei etwa 6 x 10° Spermatozoen pro Gramm
Hodengewicht/Tag.

Storungen der Spermatogenese sind charakterisiert durch
ein heterogenes Muster von Defekten der Keimzell- sowie
der somatischen Sertoli-Zell-Population, die innerhalb ei-
nes Hodens gleichzeitig vorkommen und die Ursache fir
eine Oligoasthenozoospermie (OAT) oder Azoospermie
sein konnen. Eine kausale Diagnose der testikuldr beding-
ten Infertilitat einschliellich des prainvasiven Carcinoma
in situ (CIS; synonym: intratestikuldre Neoplasie: TIN) als
Vorstufe von Keimzelltumoren ist nur moglich, wenn
reproduzierbare Bedingungen in bezug auf Fixierung und
Einbettung einer Biopsie sowie einer histologischen Eva-
luation unter Einbeziehung moderner Verfahren der Dar-
stellung von RNA und Proteinexpression eingehalten wer-
den.

Spermatogenesedefekte als Ursache einer Infertilitat lassen

sich nur durch die histologische Analyse einer Hodenbiop-

sie sicher klaren. Nach EAU-Richtlinien [6] ist eine thera-
peutische Biopsie indiziert:

1. bei obstruktiver Azoospermie,

2. bei hypergonadotroper Azoospermie, um durch
testikuldare Spermienextraktion (TESE) Spermatozoen
fur eine assistierte Reproduktion, z. B. der intrazyto-
plasmatischen Spermieninjektion (ICSI), zu erhalten.

J. UROL. UROGYNAKOL. 3/2007
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Abbildung 4: TESE-Sandwich-Technik der Hodenbiopsie (Nachdruck aus:
Bergmann M. Evaluation of testicular biopsy samples from the clinical
perspective. In: Schill W-B, Comhaire F, Hargreave T (eds). Andrology
for the clinician. Springer Verlag, Berlin-Heidelberg, 2006; 454-61, mit
freundlicher Genehmigung des Springer Verlags, © Springer 2006).

3. Eine diagnostische Biopsie ist auBerdem indiziert im
Falle einer Refertilisierung nach Vasektomie und

4. zum Ausschlul® eines Hodentumors z. B. des kontra-
lateralen Hodens bei klinisch manifestem Hodentumor
oder nach ultrasonographisch auffilligem Befund
(Mikrolithiasis, ,Schneegestober”, ,Sternhimmelphano-
men”).

Diese Richtlinien empfehlen ebenfalls eine multiple
Biopsie von drei verschiedenen Lokationen unter Bertick-
sichtigung der anatomischen Verhéltnisse der testikularen
Gefallversorgung aufgrund bekannter lokaler Unterschie-
de der Spermatogenese, z. B. fokale Areale mit zumindest
qualitativ intakter Spermatogenese bei hypergonadotrop
azoospermen Patienten mit tUberwiegend SCO (,Sertoli
Cell Only Syndrome”) oder fokaler Verteilung des pra-
invasiven CIS (siehe unten). Die EAU-Richtlinien empfeh-
len die von Jezek et al. [7] entwickelte ,Sandwich”-Tech-
nik, die Kryokonservierung, TESE und Histologie miteinan-
der kombiniert (Abb. 4). Die Fixierung sollte durch
Bouinsche Losung mit anschliefender Einbettung in Paraf-
fin erfolgen, da sich hierdurch eine im Vergleich zur
Formalinfixierung deutlich bessere Strukturerhaltung er-
zielen 14Bt, die eine sichere morphologische Analyse er-
laubt und im Unterschied zur Fixierung mit Glutaraldehyd
(Semi-Ultradiinnschnitt-Technologie) die Option der Ap-
plikation moderner funktioneller molekularbiologischer
Nachweisverfahren fir Proteine (Immunhistochemie) und
mRNA (In-situ-Hybridisierung) ermoglicht. Dieses Materi-
al erlaubt dartiber hinaus die Extraktion von DNA und
RNA vom Schnitt mit anschlieRendem, auch quantitativem
Nachweis mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die in
der Pathologie routinemdlig angewandte Formalin-
fixierung ist fir Hodengewebe obsolet [8].

Spermatogeneseschaden, die zu einer Infertilitat fihren,
sind histologisch haufig assoziiert mit einer Hyposperma-
togenese, d. h. einer nur qualitativ vorhandenen Sperma-
togenese in den einzelnen Keimtubuli, einem teilweisen
oder vollstandigen Arrest der Spermatogenese auf der Stu-
fe runder Spermatiden, primérer Spermatozyten oder
Spermatogonien, einem totalen Verlust von Keimzellen,
(,Sertoli Cell Only Syndrome” = SCO) oder einer totalen
Atrophie des Keimepithels, bei dem ausschliefSlich eine
durch Kollageneinlagerung verdickte Tubuluswand per-
sistiert (Tubulusschatten). Dartiber hinaus findet man un-
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Abbildung 5: Bunte Atrophie der Spermatogenese: sda = Arrest der Sperma-
togenese auf der Stufe der friihen runden Spermatiden, sga = der Sperma-
togonien, SCO = Sertoli Cell Only, ts = Tubulusschatten, sk = intratubulare
spharische Konkremente. Inset: Keimepithel mit Megalospermatozyten
(mgsc). Hamatoxilin-Eosin, Primdrvergrolerung x 10, Inset: x 40 (mod. Nach-
druck aus: Bergmann M. Spermatogenese. Physiologie und Pathologie.
Urologe A 2005; 44: 1131-2, 1134-8, mit freundlicher Genehmigung
des Springer Verlags, © Springer 2005).

terschiedliche Differenzierungsstorungen von Keimzellen
wie z. B. einen Meiosearrest (Megalospermatozyten) oder
Spermiogenesestorungen (mehrkernige Spermatiden). In
Keimtubuli mit einer Hypospermatogenese hat sich ge-
zeigt, dall diese Spermatiden einen Defekt des Histon-
Protaminaustausches zeigen konnen [1] — ein Umstand,
der bei der Prognose des Erfolgs einer ICSI nach TESE bei
azoospermen Patienten in Betracht gezogen werden muf3.
Die Tatsache, daR diese Defekte in verschiedenen benach-
barten Keimtubuli innerhalb eines Hodens auftreten kon-
nen, wird als ,bunte Atrophie der Spermatogenese” [9]
bezeichnet (Abb. 5).

Jeder spermatogenetische Defekt ist assoziiert mit einem
Differenzierungsdefizit der in diesen Keimtubuli vorhan-
denen Sertoli-Zellen, was sich in der Differenzierung der
Zellkerne [10] bzw. des im Zellkern exprimierten Andro-
genrezeptors [11] sowie der Expression unterschiedlicher
Marker, wie fetales Zytokeratin 18 [12] und Anti-Miiller-
Hormon [13, 14], nachweisen lilkt. Man findet also bei
testikuldr bedingt infertilen Patienten immer eine in bezug
auf ihren Differenzierungszustand heterogene Population
von Sertoli-Zellen (Abb. 6). Seit langem ist bekannt, daf}
erhohte FSH-Werte histologisch mit dem Auftreten von
SCO-Tubuli assoziiert sind [15].

Eine profunde funktionell histologische Beurteilung einer
Hodenbiopsie erfordert eine semiquantitative (,score
count”-) Analyse z. B. nach Johnson [16] oder Bergmann
und Kliesch [17], die ein Mal} fiir den Erhalt der zumindest
qualitativ intakten Spermatogenese liefert. Der ,Johnson-
Score” ist aufwendig, da er auf der Klassifizierung eines
jeden einzelnen Tubulus basiert; er erlaubt eine Korrelati-
on zwischen der Histologie und der Spermiendichte bei
oligozoospermen Patienten. Oligozoospermie allein ist
aber nach geltenden EAU-Richtlinien keine Indikation fiir
eine Biopsie. Der Score nach Bergmann und Kliesch [17]
ist einfach und bestimmt den Prozentsatz der Keimtubuli
mit elongierten Spermatiden — die entscheidende Voraus-
setzung einer erfolgreichen TESE bei Patienten mit einer
obstruktiven oder hypergonadotropen Azoospermie, die
eine Indikation zur Hodenbiopsie darstellt. Dartber hin-
aus erfolgt eine zytologische Analyse unter Einschlufd
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Abbildung 6: Sertoli-Zell-Differenzierung: (a): Immunhistochemischer Nachweis des Androgenzeptors in Sertoli-Zellkernen bei intakter Spermato-
genese und (b): in immaturen prapubertdren Keimstrangen. Beachte die fehlende oder nur geringe Markierung in (b). (c): Immunhistochemischer Nach-
weis des Anti-Miiller-Hormons in Sertoli-Zellen prépubertdrer Keimstrange. Hamatoxilin-Eosin, Primarvergroferung x 40, Insets x 10 (mod. Nach-
druck aus: Bergmann M. Evaluation of testicular biopsy samples from the clinical perspective. In: Schill WB, Comhaire F, Hargreave T (eds). Andrology
for the clinician. Springer Verlag, Berlin, Heidelberg, 2006; 454-61, mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags, © Springer 2006).
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Abbildung 7: Beurteilungsbogen mit unterschiedlichem histologischen
Befund des rechten und linken Hodens sowie lokal unterschiedlichem
histologischen Befund des linken Hodens (Nachdruck aus: Bergmann M.
Spermatogenese. Physiologie und Pathologie. Urologe A 2005; 44: 1131-
2, 1134-8, mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags, © Sprin-
ger 2005).

funktioneller Farbetechniken (Immunhistochemie, In-situ-
Hybridisierung), die eine Beurteilung der Ursache der vor-
liegenden Spermatogenesestorung erlauben (Abb. 7).

CIS/TIN
Das CIS/TIN ist die prédinvasive Vorstufe fiir Seminome und
Nichtseminome — mit Ausnahme der spermatozytdren

Seminome [18]. Infertile Patienten bzw. Patienten mit ei-
nem manifesten unilateralen Hodentumor zeigen eine er-
hohte Pravalenz dieses CIS im kontralateralen Hoden [8].
Der Nachweis dieser prdinvasiven Tumorzellen erfolgt
durch die immunhistochemische Darstellung der plazen-
talen alkalischen Phosphatase (PLAP), da innerhalb des
Keimepithels nur diese Zellen das Enzym exprimieren und
dadurch von normalen Keimzellen (Spermatogonien) ein-
deutig zu differenzieren sind (Abb. 8). Aufgrund des
fokalen Verteilungsmusters wird die Sicherheit zur Detek-
tion eines CIS durch eine multiple Biopsie deutlich erhoht
[19]. Hodentumore bzw. TIN sind fokal. Bei diesen Patien-
ten finden sich neben einer Azoospermie auch normale
oder reduzierte Ejakulatparameter. FSH-Werte und Hoden-
volumina korrelieren negativ (FSH) bzw. positiv (Hoden-
volumina) signifikant mit der Spermienkonzentration. Da-
her sollte diesen Patienten bei Kinderwunsch eine
andrologische Diagnostik und Uberwachung oder die
Moglichkeit der Spermienkryokonservierung vor einer
Therapie des Tumors/CIS angeboten werden [20, 8]. Das
Vorliegen einer ultrasonographisch detektierten Mikro-
lithiasis  (,Sternhimmelphanomen”, ,Schneegestober”)
kann ein Hinweis auf ein CIS/TIN sein. Studien von Holm
etal. [21] und eigene Untersuchungen [22] haben gezeigt,
daf intratubuldre Mikrokalzifikationen (spharische Kon-
kremente), eine Verdickung der Lamina propria, eine tota-
le Atrophie des Keimepithels sowie eine interstitielle
Fibrose oder eine Kombination dieser Parameter histolo-
gisch mit diesem ultrasonographischen Befund der Mikro-
lithiasis bei infertilen Patienten korrelieren, auch wenn
kein CIS/TIN vorliegt. In 9 % der Patienten, bei denen die
Indikation fiir die Biopsie aufgrund des sonographischen
Befunds gestellt wurde, fand sich ein CIS/TIN, d. h. CIS/
TIN korreliert mit einer kleinen Gruppe von Patienten mit
Mikrolithiasis und bestétigt das erhohte Risiko dieser Pati-
enten, einen Hodentumor zu entwickeln (Abb. 9).

Klinefelter- (47xxy-) Patienten zeigen in der Regel eine
hypergonadotrope Azoospermie sowie histologisch ein
,Sertoli Cell Only”-Syndrom oder eine totale Atrophie des
Keimepithels (Tubulusschatten). Dies ist hdufig mit einer
diffusen oder knotchenartigen fokalen Leydig-Zell-Hyper-
plasie assoziiert [23]. Auch bei Klinefelter-Patienten findet
sich nach eigenen Daten in bis zu 20 % der Fille eine zu-
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Abbildung 8: Schema der Histogenese von Keimzelltumoren: Immunhistochemischer Nachweis der plazentalen alkalischen Phosphatase bei
prainvasiven CIS-Zellen. Beachte eine normale Spermatogonie ohne immunhistochemische Markierung (Pfeil), Hamatoxilin, Primarvergroferung x
40 (mod. Nachdruck aus [18], mit freundlicher Genehmigung des Springer Verlags, © Springer 2001).

mindest fokal erhaltene spermatogenetische Restfunktion — Daten von insgesamt 21 Kindern, die nach TESE und ICSI
(Abb. 10), die nach entsprechend sorgfaltiger Diagnostik  geboren wurden, zeigen, daf alle einen normalen Karyo-
fir den Patienten eine Therapie mit TESE/ICSI erméoglicht.  typ aufwiesen [24].

<) infertile Patienten
sterilisierte Patienten Indikation: Ultrasonographie
Biopsien: n =57 Biopsien: n =56
84 % Mikrolithiasis
62 % TS, SK, LP, BG
5 % Mikrolithiasis 9 %i(n=3)TINICIS
4% TS, SK davon n = 4 mit SK, LP etc.

|:| Mikrolithiasis/Sternhimmelphéinomen

Abbildung 9: Mikrolithiasis: (a): Sonographie des Hodens (Nachdruck aus: Altinkilic A. Bildgebende Diagnostik mannlicher Genitalorgane. In: Schill
W-B, Bretzel RG, Weidner W (Hrsg). MannerMedizin in der allgemeinmedizinischen und internistischen Praxis. Elsevier/Urban & Fischer 2004;382—
6, mit freundlicher Genehmigung von Urban & Fischer/Elsevier GmbH). (b): CIS/TIN assoziiert mit einer Verdickung der Lamina propria und einem
intratubuldren sphérischen Konkrement (SK). Hamatoxilin-Eosin, Primarvergroferung x 20. (c): CIS/TIN und Mikrolithiasis: LP = Lamina propria, TS =
Tubulusschatten, SK = sphérische Konkremente, BG = interstitielle Fibrose. Weitere Erklarungen siehe Text.
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b) n=34

SCo,

TS

LzHyp
Abbildung 10: Klinefelter: (a): histologi-
scher Befund: SCO, Tubusschatten und
Tubuli mit einer spermatogenetischen

n=7 Restfunktion. Hamatoxilin-Eosin, Primar-

(20,6 %) | vergroRerung x 10, Inset x 40. (b): fokal
erhaltene spermatogenetische Rest-
funktion bei Klinefelter-Patienten. SCO =
Sertoli Cell Only, TS = Tubulusschatten,
LzHyp = Leydig-Zell-Hyperplasie. Wei-
tere Erklarungen siehe Text.

Fazit fiir die Praxis

Die histologische Beurteilung einer Hodenbiopsie inferti-
ler Patienten erfordert eine exakte Kenntnis des normalen
Ablaufs der Spermatogenese einschlieflich der human-
spezifischen Organisation des Keimepithels, um davon
abweichende Spermatogeneseschaden sicher erkennen zu
konnen. Die histologische Evaluierung erfolgt nach einem
,Score count”-Verfahren unter Berticksichtigung morpho-
logischer Parameter und dem Nachweis fertilitats-
relevanter Marker durch Immunhistochemie (Proteine)
und In-situ-Hybridisierung (mRNA). Die Biopsie beider
Hoden moglichst an drei verschiedenen Lokationen ist
notwendig, um mogliche lokale Unterschiede zu erken-
nen und die Treffsicherheit fiir fokale Areale einer
spermatogenetischen Restfunktion oder eines préinvasi-
ven CIS/TIN zu erhéhen. Die Mikrolithiasis korreliert
histomorphologisch mit einer Zunahme der intratesti-
kuldren Kollagenbildung (Verdickung der Lamina propria,
Tubulusschatten) und dem Vorkommen von intratubularen
sphéarischen Konkrementen und geht bei einer kleinen
Subgruppe von Infertilititspatienten mit einem CIS/TIN
einher. Bei Klinefelter-Patienten besteht die Chance einer
fokalen spermatogenetischen Restfunktion, die die Mog-
lichkeit einer TESE/ICSI-Therapie eroffnet. Die Hoden-
biopsie ist ein invasives Verfahren mit groller Bedeutung
fur den infertilen Patienten und sollte daher nur unter Ein-
haltung strikter Kriterien fiir Indikation und histologischer
Evaluation in dafurr qualifizierten Zentren, z. B. durch die
,European Academy of Andrology” (EAU), durchgefiihrt
werden.
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