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Moderne Verfahren in der
spermatologischen Diagnostik
A. M. Petrunkina', E. Topfer-Petersen?, D. Waberski?

Standardspermatologische Parameter sind unzureichend zur Einschdtzung der ménnlichen Fertilitit. Computergestiitzte und
zytometrische Verfahren gewinnen in der spermatologischen Diagnostik zunehmend an Bedeutung. Sie basieren auf Erkennt-
nissen aus der Spermienphysiologie (iber fertilitatsrelevante Eigenschaften auf dem Weg zur Befruchtung. Unter befruchtungsfor-
dernden In-vivo-Bedingungen kommt einer Reihe funktioneller Spermiencharakteristika entscheidende Bedeutung zu: der Mo-
tilitat, insbesondere Hyperaktivierung, der Bindungs- und Interaktionsfahigkeit der Spermatozoen mit dem weiblichen Genital-
trakt, ihrer Uberlebens- und Kapazitationstahigkeit sowie der Erkennung und Penetration der Eizelle. Eine wesentliche Bedeu-
tung wird dabei der funktionellen Heterogenitit der Spermien eines Ejakulates zugesprochen. Sie erlaubt die Adaptations-
fahigkeit an individuelle Befruchtungssituationen und die Selektion der potenziell befruchtungsfihigen Population im weibli-
chen Genitaltrakt. Einzelzell-orientierte Verfahren, wie die computergestiitzte Motilitdtsanalyse, die Durchflusszytometrie und
die Fluoreszenzbildgebung ermdglichen in Zusammenhang mit multiparametrischen Analysen die Identifizierung diverser
Spermiensubpopulationen mit unterschiedlichen fiir die Befruchtung relevanten funktionellen Eigenschaften. Die Charakterisierung
der Heterogenitat und Dynamik von Spermienpopulationen folgt den Merkmalen einer auf Einzellphdnotypanalyse basieren-
den molekularen Zellsystemforschung (Zytomik). In diesem Review werden moderne, an dem Verstandnis der Befruchtungs-
kaskade orientierte spermatologische Verfahren, die die funktionellen Eigenschaften in den reprasentativen Populationen durch
Einzelzell-basierte Methoden charakterisieren (Durchflusszytometrie, computergestiitzte Spermienanalyse, Fluoreszenzimaging,
volumetrische Analyse, Spermien-Eileiter-Bindungsassays, Kapazitationstests und Zonabindungs- bzw. -penetrationstests) spezies-
tbergreifend fiir die andrologische Diagnostik und zur Bearbeitung experimenteller Fragestellungen dargestellt.

Schliisselwérter: Spermatologie, ménnliche Fruchtbarkeit, Kapazitation, Akrosomreaktion,
computergestiitzte Spermienanalyse, Durchflusszytometrie, Volumenregulation

Modern Methods in Spermatology. Routine spermatological parameters are insufficient to assess male fertility. Computer-assisted
and cytometric methods are of growing importance in advanced semen assessment. Modern diagnostics are based on increasing
knowledge on sperm physiology and relevant functional sperm properties on the route of fertilization. There is a combination of
sperm functional parameters which is crucial for fertilization under fertilizing conditions in vivo: motility, especially
hyperactivation, the ability to bind to and to interact with the female genital tract and the ability to survive, to capacitate and to
penetrate the ooctye. The functional heterogeneity of sperm in a given ejaculate is of utmost importance. This heterogeneity
represents a strategy for the adaptation to individual conditions of fertilization and the selection of the potentially fertilizing
sperm population in the female tract. Single cell orientated methods, such as computer-assisted motility analysis, flow cytometry
and fluorescence imaging enable in combination with the multiparametric analysis the identification of sperm subpopulations
with different functional properties, relevant for fertilization. The characterization of sperm populations heterogeneity and dy-
namics instrumentalises tools of a molecular cell system research (cytomics) based on single cell phenotype analyse. The
present review describes modern spermatological methods based on our current knowledge of fertilization and characterizing
the functional properties of representative cell populations by means of single cell oriented technologies for their use in both
andrological examination and research across species: flow cytometry, computer-assisted sperm analysis, fluorescence imaging,
volumetric analysis, sperm-oviduct binding assays, capacitation tests and zona binding or penetration tests. ] Reproduktionsmed
Endokrinol 2008; 5 (5): 262-71.

Key words: capacitation, acrosome reaction, spermatology, male fertility,
computer-assisted sperm analysis, flow cytometry, volume regulation

D ie routinemalig erfassten quan-
titativen und qualitativen sperma-
tologischen Parameter (Ejakulatvolu-
men, Spermienkonzentration, Moti-
litait und Morphologie) erlauben nur
eine bedingte Aussage Uber die Be-
fruchtungskompetenz eines Ejakula-
tes. Die Anwendung spezieller, fort-
geschrittener diagnostischer Verfah-
ren ist fur die Fertilititsdiagnostik
insbesondere dann wichtig, wenn
bei nachweislich subfertilen Tieren
Normospermie nach standardsper-
matologischen Kriterien vorliegt.

Nach der Ejakulation durchlaufen
Saugetierspermatozoen auf dem Weg
durch das weibliche Genitale eine
Sequenz funktioneller Prozesse zur

Erlangung der Befruchtungsfahigkeit.
Diese Vorgange werden in ihrer Ge-
samtheit als ,Kapazitation” bezeich-
net [1, 2]. Auf dem Weg zum Ort der
Befruchtung kommt es zur drastischen
Verminderung der Spermienzahl; wah-
rend bei der Ejakulation einige Milli-
arden Spermatozoen in den weibli-
chen Genitaltrakt deponiert werden,
passieren nur einige Tausend die
uterotubale Verbindung und etablie-
ren sich in dem bei Haussdugetieren
als Spermienreservoir fungierenden
unteren Eileiteristhmus. Am Ende
dieser Sequenz sind es nur wenige
Spermatozoen, die mit der Eizelle
interagieren, und nur ein einziges Sper-
matozoon vollendet den Befruch-
tungsvorgang [3]. Dieser Spermien-

gradient ist durch verschiedene ana-
tomische Barrieren und funktionelle
Selektionsmechanismen zu erklaren.
Dabei kommt einer Reihe von Sper-
mieneigenschaften entscheidende Be-
deutung zu, u. a. der Spermienmo-
tilitat, der Bindungs- und Interak-
tionsfahigkeit von Spermatozoen mit
dem weiblichen Genitaltrakt, ihrer
Uberlebens- und Kapazitationsfihig-
keit sowie der Erkennung und Pene-
tration der Eizelle. Die funktionelle
Heterogenitdt der Spermatozoen ei-
nes Ejakulates erlaubt die Selektion
der potenziell befruchtungsfahigen
Population im weiblichen Genital-
trakt. Die Selektionskriterien konnen
z. B. in Abhangigkeit des weiblichen
hormonellen Status oder des Inter-
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valls zwischen Insemination und Ovu-
lation variieren und damit Spermien
aus unterschiedlichen Subpopulatio-
nen bevorzugen. Die moderne sper-
matologische Diagnostik morpholo-
gischer und funktioneller Parameter
sollte daher die Untersuchung der Sper-
mienheterogenitdt beinhalten. Im Fol-
genden werden Beispiele einer moder-
nen, an dem Verstandnis der Befruch-
tungskaskade orientierten, spermato-
logischen Diagnostik gegeben.

Einzelzellbasierte Verfahren
und zytomische Konzepte

Eine entscheidende Rolle in der mo-
dernen Zellbiologie und klinischen
Medizin wird der molekularen Zell-
systemforschung (Zytomik) zugeschrie-
ben, die eine dreistufige Einzelzell-
phanotypanalyse ermdoglicht: die Zell-
verhaltensanalyse innerhalb des Zell-
zyklus, die molekulare Analyse ein-
zelner Zellen im System (Zytom) und
gef. die gewebeassoziierte Analyse
[4, 5]. In diesem Kapitel werden spe-
zielle spermatologische Verfahren
dargestellt, die die funktionellen Re-
gulationsprozesse und einige mole-
kulare Abldufe in spezifischen Popu-
lationen (z. B. Populationen osmo-
tisch aktiver und membranintakter
Zellen) auf Einzelzellbasis charakte-
risieren. Eine der wichtigen Eigen-
schaften vieler moderner einzelzell-
basierter Verfahren ist darin begriin-
det, dass die Charakteristiken einzel-
ner Zellen im Gesamtkontext der re-
prasentativen Zellpopulationen oder
— auf einer hoheren Ebene — im Kon-
text der Zellsysteme (Zytome) erfasst
werden, wie z. B. in der Durchfluss-
zytometrie, der elektronischen Volu-
menanalyse oder in anderen compu-
tergestiitzten Verfahren bzw. Bildge-
bungsmethoden. Da von einer Ver-
gleichbarkeit der reprasentativen Zell-
populationen auszugehen ist, kdnnen
diese Methoden in bestimmtem Mal’
in der Diagnostik eingesetzt werden.
Bei der Untersuchung von Zellen im
Kontext komplexer heterogener bio-
logischer Zellsysteme (Zytome: wie
z. B. Blut, Knochenmark, Hodenge-
webebiopsien, Gesamtejakulat o. a.)
postuliert die Zytomik, dass nicht nur
eine Information Gber den gegenwaér-
tigen Zustand der Organismen, son-
dern auch eine pradiktive Aussage
tiber die weitere Entwicklung erhalt-
lich ist [4, 5]. In der humanen und
veterindrmedizinischen Andrologie
befindet sich allerdings die Entwick-

lung der molekularen Zellsystem-
forschung noch in der Anfangsphase.

Spermatozoen eines Ejakulates stel-
len ein dynamisches System mit
iberaus heterogenen funktionellen
Eigenschaften dar [6]. So enthélt
ein Ejakulat verschiedene Spermien-
populationen mit unterschiedlicher
Befruchtungsfahigkeit. Die Hetero-
genitdt eines Ejakulates, insbeson-
dere die Anpassungsfahigkeit der
Zellen an ihre Umgebung, ist ein be-
stimmender Faktor fiir seine funktio-
nelle Leistung. Die Untersuchung
von Parametern des Gesamtejakula-
tes (klassische Parameter, Enzym-
aktivitdt, lonen-, Lipid- und Protein-
gehalt im Seminalplasma u. A.) be-
riicksichtigt  diese  Heterogenitat
nicht. Bei am Gesamtejakulat durch-
gefiihrten  Untersuchungen  kann
nicht unterschieden werden, ob sich
die gemessenen Verdnderungen auf
die Prozesse in allen Zellen oder in
spezifischen Subpopulationen bezie-
hen. Vor allem die Fahigkeit der
Spermatozoen zur Interaktion mit
den Sekreten der akzessorischen Ge-
schlechtsdriisen und mit dem weibli-
chen Genitale ist erwartungsgemaf
fur die diversen Spermatozoenpopu-
lationen je nach ihrem funktionellen
Status unterschiedlich. Deshalb er-
scheint die Analyse spezifischer Po-
pulationen sinnvoll. Einzelzellorien-
tierte Verfahren, wie die Durchfluss-
zytometrie, computergestiitzte Sper-
mienanalyse (CASA) und Fluores-
zenzimaging, ermdglichen diese
Analyse unter Vermeidung von Inter-
pretationsversuchen anhand von
Durchschnittswerten.

Computergestiitzte Spermienanalyse
(CASA)

Die computergestiitzte Motilitdtsmes-
sung ist ein wichtiges Instrument der
modernen andrologischen Labordia-
gnostik. Neben der Ermittlung des
prozentualen Anteils an progressiv
beweglichen, orts- und unbewegli-
chen Zellen kann eine weitere Klas-
sifizierung in lineare, kreisbeweg-
liche und hyperaktivierte Zellen vor-
genommen werden. Darlber hinaus
werden die Einzelbahngeschwindig-
keiten der linearen, mittleren und
kurvilinearen Bewegung erfasst und
Spermatozoen nach diesen Kriterien
klassifiziert. Mehrere kinetische Pa-
rameter konnen gleichzeitig in multi-
parametrischen Analysen beriick-
sichtigt werden; auf diese Weise las-
sen sich Subpopulationen von Sper-

mien mit unterschiedlichen funktio-
nellen Eigenschaften darstellen. Uber
30 verschiedene kinetische Parame-
ter stehen zu Verfligung. Dartiber hi-
naus sind die Spermienkonzentra-
tion und ansatzweise auch die Sper-
mienmorphologie unter standardi-
sierten und objektiven Bedingungen
erfassbar. Das Potenzial dieser Tech-
nologie zeigt sich besonders im ex-
perimentellen Bereich: Unter defi-
nierten Bedingungen lassen sich ki-
netische Reaktionen der Spermien
auf unterschiedliche Behandlungs-
verfahren z. B. bei Konservierungs-
tests oder nach motilitdtsstimulieren-
den Einflissen messen [7, 8]. Die
computergestiitzte Motilitdtsanalyse
ermoglicht eine bessere Vorhersage
der Fertilitdt im Vergleich zur her-
kommlichen subjektiven Schatzung.
In einer Feldstudie wurde beim
Schwein nachgewiesen, dass sich
die Variation in den Wurfgrélen bis
zu 24 % durch die Variation in den
Motilitatsparametern erklaren Idsst
[9].

Durchflusszytometrie

Bei diesem Untersuchungsverfahren
werden die Spermatozoen, ahnlich
wie fir fluoreszenzmikroskopische
Verfahren, mit spezifischen Fluoro-
chromen markiert. Nach einer hy-
drodynamischen Fokussierung der
Probe und Anregung durch Laserlicht
wird die von den Zellen ausgehende
Fluoreszenz detektiert. Die Flussrate
(Anzahl der gemessenen Partikel pro
Sekunde) ist bei modernen Geraten
variabel, sodass innerhalb weniger
Sekunden Daten von mehr als
10.000 Zellen erfasst und analysiert
werden koénnen. Je nach der opti-
schen Konfiguration des Gerates und
Lichtquelleneigenschaften  (Anzahl
und Spezifikationen der Laser) kon-
nen in modernen Durchfluss-
zytometern Streulichtparameter und
Fluoreszenz von bis zu 18 Kompo-
nenten, die das Licht verschiedener
Wellenldngen A emittieren, erfasst
werden. Diese Spannbreite ermog-
licht eine gleichzeitige multipara-
metrische Analyse verschiedener
Zelleigenschaften. Streulichtparame-
ter charakterisieren die Grofe und
Komplexitét der Zellen, wahrend Fluo-
reszenzsignale weitere Auskunft tber
den funktionellen Zustand jeder ein-
zelnen Zelle geben. Der Vorteil die-
ser Technik liegt darin begriindet,
dass jede Zelle einzeln charakteri-
siert wird; anstatt von Durchschnitts-
werten werden diese Einzeldaten ge-



speichert und weiter flr eine Zell-
population verarbeitet.

Die durchflusszytometrische Metho-
dik gehort zu den effizientesten
semi-quantitativen Verfahren und
zeichnet sich durch ein hohes Maf3
an Reproduzierbarkeit, Standardisier-
barkeit und Objektivitdt aus. Fir die
durchflusszytometrischen ~ Untersu-
chungen stehen in der Routinedia-
gnostik mittlerweile mehrere etab-
lierte Verfahren zur Verfigung, die,
in Abhdngigkeit von den ausgewdhl-
ten Fluoreszenzmarkern und ihren
Lokalisierungsstellen, Aussagen tber
die Integritat und andere physiologi-
sche, biochemische und funktionelle
Eigenschaften jedes einzelnen Sper-
matozoons erlauben.

Zu den weitestgehend akzeptierten
Verfahren in der modernen spermato-
logischen Diagnostik gehdren der
Spermienchromatinstruktur-Assay
(SCSA), die Erhebung des Membran-
integritatsstatus und des akrosoma-
len Zustandes zur primaren Beurtei-
lung der Spermienqualitdt und eine
Fille funktioneller Kapazitationstests
wie der Merocyaninbindungsassay,
Kalziuminflux, Tyrosinphosphorylie-
rung und die Auslosung der Akrosom-
reaktion. Diese Assays betreffen die
funktionelle Kompetenz eines Sper-
matozoons in Bezug auf die unter-
schiedlichen Stadien des Befruch-
tungsprozesses.

Spermienchromatinstruktur-Assay
(SCSA)

Wahrend der letzten Schritte der Sper-
matogenese kommt es zur Konden-
sation des Nukleus und zur Bildung
der charakteristischen Form des Sper-
mienkopfes. Wahrend der Spermio-
genese findet dann der Austausch der
DNA-Histone gegen Protamine statt.
Die Fahigkeit der reifen Zellen, ihre
DNA zu reparieren und Apoptosis ein-
zuleiten, ist stark reduziert [10]. Des-
halb kénnen DNA-Defekte, die vor
der Bildung der stabilen Chromatin-
biindelung stattgefunden haben, auf
die Oozyte Ubertragen werden. Ein
stabiles Chromatin ist daher eine ent-
scheidende Voraussetzung fir die er-
folgreiche Befruchtung und ungestorte
frihembryonale Entwicklung.

Die Untersuchung der Chromatin-
struktur mittels SCSA [11] stellt ein
wichtiges Diagnostikum zur Beurtei-
lung der Fertilitdt dar. Bei diesem Ver-
fahren wird die Stabilitdt der Sper-

mien-DNA nach saurer Denaturie-
rung in situ mittels Durchflusszy-
tometrie erfasst. Der SCSA macht sich
die metachromatischen Eigenschaf-
ten des DNA-Farbstoffes Acridin
Orange zunutze. Acridine Orange
fluoresziert bei Bindung in doppel-
strangigen Nukleinsduren griin. In
einstrangiger, denaturierter DNA
bindet der Farbstoff an geladene Phos-
phatgruppen und fluoresziert rot. Der
Prozentsatz roter Spermien relativ
zur Gesamtpopulation wird als De-
fragmentationsindex (DFI) erfasst.
Der SCSA hat eine breite Anwen-
dung in der Diagnostik der humanen
Reproduktion gefunden und wurde
auch im Nutztierbereich etabliert
[12, 13]. In einigen Studien wurde
gezeigt, dass ein hoher Anteil an
chromatin-instabilen Spermatozoen
mit mannlicher Sub- und Infertilitat
zusammenhdngt [14, 15]. Neuere
Untersuchungen zeigen, dass chro-
matininstabile Eberspermien eine
verminderte Fahigkeit zur Eileiter-
bindung besitzen und daher unter
In-vivo-Bedingungen nur geringe
Chancen haben, Eizellen zu errei-
chen und zu befruchten [16].

Membranintegritat
Die Befruchtungskompetenz einer

Zelle ist wesentlich von der morpho-
logischen und funktionellen Integri-
tait der Plasmamembran und den
darunter liegenden akrosomalen Mem-
branen (aullere und innere akroso-
male Membran) abhéngig. Die Mem-
branen reagieren sehr empfindlich
auf Milieuverdnderungen und Kon-
servierungseinflisse. So wurde bei-
spielsweise festgestellt, dass die Sper-
mienviabilitdt (Beurteilung des Mem-
branintegritatsstatus anhand der DNA-
Farbstoffe) in einem engeren Zusam-
menhang mit der Fertilitat (Wurfgro-
f3e) von Ebern steht als die konventio-
nelle Motilitit [17]. Daher kommt
der Diagnostik der Membranintegri-
tat ein besonderer Stellenwert zu. Im
Vergleich zur konventionellen licht-
mikroskopischen Diagnostik bietet
die Durchflusszytometrie die Vorteile
der simultanen Darstellung der Inte-
gritdit von Plasma- und Akrosom-
membranen und eine héhere Sensi-
tivitdt zur friihzeitigen Entdeckung von
Membranschaden.

Die morphologische Integritit der
Plasmamembran kann durch direkte
Fluoreszenzmarkierung der Zellkom-
ponenten evaluiert werden. Zu die-
sem Zweck werden entweder perme-

able oder impermeable Fluorochro-
me verwendet. Meistens kommen
membranimpermeable Farbstoffe zum
Einsatz; dabei werden nur ,tote” Sper-
mien mit defekter und daher fiir den
Farbstoff durchlédssiger Plasmamem-
bran markiert. Die am Oftesten ver-
wendeten Farbstoffe dieser Gruppe
sind Propidium und Ethidium, die
zwischen den Basen in doppelstran-
giger DNA interkalieren. Sie kénnen
in Kombination mit anderen Farbstof-
fen fur die gleichzeitige Messung von
Antikérper-Bindung und DNA-Ge-
halt verwendet werden. Die Integri-
tit der akrosomalen Membranen
wird tber die Bindungsféhigkeit von
Lektinen (kohlenhydratbindende Pro-
teine) an bestimmte Kompartimente
des Akrosoms bestimmt. Die Lektine
sind zur Detektion der Bindung an
das fluoreszierende FITC (Fluores-
ceinisothiocyanat) gekoppelt. Die
Lektine Peanut Agglutinin, Pisum
Sativum Agglutinin und Phaseolus
Vulgaris Agglutinin (PNA, PSA, PHA)
binden je nach Tierart an die duflere
oder innere akrosomale Membran
oder den Inhalt der akrosomalen Ma-
trix und zeigen auf diese Weise Scha-
den an der akrosomalen Membran
an. In der erweiterten Labordiagnos-
tik hat insbesondere die kombinierte
Erfassung des Zustandes von Plasma-
und Akrosommembranen unter Ein-
satz des DNA-Farbstoffes Propidium-
iodid und FITC-konjugierten Lekti-
nen Eingang gefunden. Dabei lassen
sich je nach Farbezustand und Kom-
bination 4 Spermienpopulationen
unterscheiden (Abb. 1). Nur unge-
farbte Spermien mit intakter Plasma-
membran und akrosomaler Memb-
ran sind intakt; die griine, rote oder
Doppelfirbung bedeutet, dass die
Integritdt zumindest einer der Zell-
membranen beeintrachtigt ist.

Volumetrische Analyse

Anpassung an die Umgebung
Nach der Ejakulation durchlaufen

Saugetierspermatozoen auf dem Weg
durch das weibliche Genitale eine
Sequenz funktioneller Prozesse zur
Erlangung der Befruchtungsfahigkeit.
Zwei funktionelle Voraussetzungen
sind daftir entscheidend, ob die Sa-
menzellen nach der Ejakulation und
Deponierung in den weiblichen Geni-
taltrakt (vor und nach der Bindung
am Eileiterepithel) prinzipiell zu wei-
teren Schritten befdhigt sind. Dabei
handelt es sich um die Fahigkeit der
Spermatozoen zur Regulation des
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Abbildung 1: Fluoreszenzoptische und durchflusszytometrische Darstellung von 4 Spermiensubpopulationen: Integritdt von Spermienplasma- (PM)
und Akrosommembran (AM) nach Doppelfarbung mit Propidiumjodid (PI) und FITC-PNA.
Q1: Pl-positive und FITC-PNA-negative Zellen: PM defekt, AM intakt; Q2: Pl-positive und FITC-PNA-positive Zellen: PM und AM defekt; Q3: PI-
negative und FITC-PNA-negative Zellen: PM und AM intakt; Q4: Pl-negative und FITC-PNA-positive Zellen: PM intakt, AM defekt.

Zellvolumens und zum zeitgerech-
ten Durchlaufen der Kapazitations-
sequenz.

Die funktionelle Integritdt der Plasma-
membran versetzt die Zelle in die
Lage, auf die Verdnderungen des ex-
ternen Milieus zu reagieren und sich
ohne Funktionseinschrankungen an-
zupassen. Das trifft insbesondere fir
die Samenzelle zu, da sie im Verlauf
der Reifungsprozesse im mannlichen
und weiblichen Genitaltrakt viele
komplexe funktionelle Verdanderun-
gen erfahren muss und damit beson-
ders sensibel auf dulere Bedingun-
gen reagiert. Obligatorisch fiir die
Anpassung an die Umgebung ist die
Fahigkeit zur Volumenregulation, die
in vielen Zellsystemen entwickelt ist
[18]. Spermatozoen werden schon bei
der Ejakulation und nach Deponie-
rung in den weiblichen Genitaltrakt
mit hypotonen Bedingungen kon-
frontiert, da Seminalplasma und ute-
rine  Flussigkeit eine niedrigere
Osmolalitat aufweisen als die epidi-
dymale Flissigkeit. Der osmotische
Gradient variiert speziesspezifisch
und kann bis zu 100 mOsmol/kg be-
tragen [19]. In Spermatozoenpopu-
lationen, die nicht imstande sind, ihr
Zellvolumen langfristig zu regulie-
ren, kommt es zu gravierenden funk-
tionellen Einschrankungen wie Ver-

lust der Motilitdt, Unfdhigkeit der
Zervixpenetration und Verminderung
der Spermien-Eileiter-Bindung [20-
22]. Auch fir die Kryokonservierung
spielt die Fahigkeit zur Volumenregu-
lation eine grofRe Rolle. Wéhrend des
Einfrierens werden Spermien dehyd-
riert; wahrend des Auftauvorganges
findet die Re-Aquilibrierung von Was-
ser statt und die Zellen schwellen in
Folge eines hypoosmotischen Schocks,
was zu schwerwiegenden Schaden
fihren kann. Funktionierende Mecha-
nismen der Volumenregulation im
Frischsamen deuten daher darauf hin,
dass die Spermatozoen den mit der
Kryokonservierung assoziierten Stress
besser vertragen konnen [23].

Regulation des isotonen Volumens

Die Grofe des Zellvolumens unter
isotonen Bedingungen ist ein poten-
ziell wichtiger diagnostischer Para-
meter. Die Fdhigkeit der Samenzel-
len, ihr Zellvolumen unter isotonen
Bedingungen zu regulieren, ist sehr
individuell ausgepragt [24-26]. Indi-
viduelle zellvolumetrische ~Unter-
schiede (Abb. 2) stehen im Zusam-
menhang mit der unterschiedlichen
Befruchtungsleistung der Vatertiere
[27]. Die Grundlage dafiir ist die
hohe individuelle Variation in der
Funktionalitit der lonentransportme-
chanismen im intra- und extrazellu-

ldren lonengehalt und die damit ein-
hergehende Variation des elektro-
chemischen Gradienten durch die
Zellmembran. Diese Variabilitdt hat
Differenzen in der isotonen Volu-
menregulation zur Folge. So konnte
gezeigt werden, dass erhohte Natri-
umionen-Konzentrationen im Semi-
nalplasma und erhdhte isotone Zell-
volumina mit niedrigen Befruch-
tungsraten einhergehen [27].

Die Fahigkeit der Samenzelle, ihr
Volumen unter isotonen Bedingun-
gen zu regulieren und aufrechtzuer-
halten, ist somit eine entscheidende
Voraussetzung flr die funktionelle
Integritat der Zellmembran und fir
die funktionelle Kompetenz (Befruch-
tungsfahigkeit) eines Spermatozo-
ons. Die Messung des isotonen Volu-
mens kann entweder unter Einsatz
eines Partikelzahlers (elektronische
Volumenmessung) oder eines Durch-
flusszytometers (Streulichtcharakteris-
tika) erfolgen [28, 29].

Hypoosmotischer Schwelltest

Im Normalfall bleibt das Zellvolu-
men unter physiologischen, isotonen
Bedingungen konstant; nach einem
hypotonen Stress kommt es dagegen
physiologischerweise bei membran-
intakten Spermatozoen zu einer pri-
méren Anschwellung [30].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Volumenverteilungen bei Bullenspermien unter isotonen und hypotonen Bedingungen im modifizier-

ten hypoosmotischen Schwelltest

A: Eingipflige Zellvolumenverteilungen unter iso- und hypotonen Bedingungen. B: Zweigipflige Zellvolumenverteilung eines subfertilen Bullen.
Der zweite Gipfel (Pfeil) reprasentiert eine Spermienpopulation mit verdnderter Volumenregulationsfahigkeit. Die Zellen mit instabiler Volumen-
regulation zeigen eine progressive Verschiebung (Schwellung) unter isotonen Bedingungen.

Diese Eigenschaft wurde zur Ent-
wicklung praktischer osmotischer Re-
sistenz- und hypoosmeotischer Schwell-
tests (ORT und HOST) fiir verschie-
dene Tierarten verwendet [30-32].
Nach einer Inkubation im hypotonen
Puffer wird mikroskopisch der Pro-
zentsatz plasmamembranintakter Sper-
mien anhand von Schwellung und
charakteristischem  Aufrollen  des
Schwanzes oder Schleifenbildung
bestimmt [30]. Allerdings liegen so-
wohl in der Human- als auch in der
Nutztierreproduktion widerspriichli-
che Ergebnisse (ber die Befruch-
tungsrelevanz dieses mikroskopischen
Tests vor [33-35]. Wegen der ausge-
pragten Subjektivitit der Aussage,
der geringen Anzahl ausgezihlter
Spermien und dem Unvermdgen,
den Grad der Schwellung zu charak-
terisieren, bleibt der Wert dieses Pa-
rameters fraglich.

Modifizierter hypoosmotischer
Schwelltest

Durch Einsatz des Partikelzahlers ist
es moglich, eine exakte Verteilung
des Zellvolumens von Spermatozo-
enpopulation zu erfassen. Aufgrund
der technischen Entwicklung (hoch-
frequente  Pulsflichenanalyse  und
Widerstandsmessprinzip) konnen die
Messungen sehr prazise durchge-
flhrt werden [23].

Spermatozoen vieler Spezies funk-
tionieren als sogenannte perfekte
Osmometer, d. h. dass ihr Zellvolu-
men sich umgekehrt proportional
der Osmolalitdt verdndert [36-38].
Der Grad der Volumenveranderun-
gen V wird durch die Boyle-Van't-
Hoff'sche-Gleichung beschrieben und

entspricht der sogenannten Reaktion
des perfekten Osmometers [39]:

V = (my/m)(V -V )+V,

wo m, und w, die isotone und an-
isotone (extrazellulare) Osmolari-
tat darstellen, V,, dem isotonen Zell-
volumen entspricht und V, das os-
motisch inaktive Zellvolumen be-
schreibt.

Die relative Verschiebung des Zell-
volumens beim Ubergang von isoto-
nen zu hypotonen Bedingungen

V, = Vhypo/Viso

wird als Gradmesser fiir die relative
Schwellung von Spermatozoen defi-
niert. Ist dieser Quotient groer als 1
(progressive Schwellung), sind die
meisten Zellen in der Zellpopulation
intakt. Ist dieser Quotient geringer
als 1, bedeutet dies, dass die Schwel-
lung nicht stattfindet und die Zellen
eine defekte Plasmamembran haben.
Die Spermatozoen eines Ejakulates,
die dabei starke Abweichungen zei-
gen oder in der Verteilung des Zell-
volumina mehrere Subpopulationen
aufweisen, gelten als ,membran-
destabilisiert” [28, 38].

Die primdre Schwellung, die durch
eine hypotone Belastung verursacht
ist, geht bei weiterer Inkubation un-
ter hypotonen Bedingungen durch
die Aktivierung von lonenkandlen
und den Efflux von intrazelluldren lo-
nen (z. B. Kalium- und Chloridionen)
zuriick [22, 40]. Dieser Prozess wird
als ,Regulatory Volume Decrease”
(RVD) bezeichnet. Die Aktivierung
der Kandle erfolgt durch noch nicht
komplett charakterisierte Signaltber-

tragungswege, die beispielsweise
Veranderungen in der Proteinphos-
phorylierung und dem Zytoskelett
betreffen [28, 41].

Volumenregulatorische Tests wurden
in der Spermatologie fiir verschiede-
ne Spezies etabliert. Fir Schwein
und Rind bestehen Hinweise, dass
diese Verfahren relevant fiir eine Fer-
tilitdtsprognose sind. So wurde es fir
Ebersperma gezeigt, dass die besse-
ren Regulatoren auch hdohere Ab-
ferkelraten haben [42]. Es ist ein
hoher Variationsgrad beziiglich der
Zellvolumenregulation nach hypoto-
nem Stress zwischen Individuen und
Ejakulaten zu erwarten. Diese Varia-
bilitdt manifestiert sich zum einen
in unterschiedlichen Zellvolumina
zum anderen treten mehrere Sub-
populationen innerhalb eines Ejaku-
lates in Erscheinung.

Spermien-Eileiter-Bindungsassays
Nach dem Eintritt der Spermien in
das weibliche Genital und Passage
der uterotubalen Verbindung etab-
liert sich bei Haussdugetieren pra-
ovulatorisch im unteren Eileiteristh-
mus die potenziell befruchtungsfahige
Spermienpopulation. Sie wird hier
durch Bindung an die meist zilien-
tragenden Epithelzellen zurlickge-
halten und unter Erhalt ihrer Via-
bilitait und Funktionalitit gelagert
[43].

Aus heutiger Sicht erfillt das oviduk-

tale Spermienreservoir mehrere Funk-

tionen:

e Selektion einer intakten befruch-
tungskompetenten Spermienpopu-
lation



e Erhalt der Lebensfdhigkeit der ge-
lagerten Spermatozoen

® Regulation der Spermienfunktio-
nen wie Kapazitation und Hyperak-
tivierung

¢ Begrenzung der Spermienzahl am
Ort der Befruchtung

Nur befruchtungskompetente, mor-
phologisch normale, vitale Spermien
binden an das Eileiterepithel [44—
46]. Fur die spermatologische Diag-
nostik ist die selektive Funktion von
entscheidender Bedeutung. Um den
Einfluss des Eileiters auf die Sper-
mienvitalitdt und -funktion zu unter-
suchen, wurden bei einer Reihe von
Spezies wie Kaninchen, Rind, Pferd,
Schwein und Mensch In-vitro-Assays
mit oviduktalen Epithelzellkulturen
(OEC) oder mit sogenannten Ovi-
dukt-Explanten entwickelt. Explante
sind Zellhaufen, die durch ,Strip-
pen” der Eileiter (Rind [47]) gewon-
nen oder wie beim Schwein in win-
zigen mm-grollen Stiickchen [45,
48] herausgeschnitten werden. Vor-
teil dieses Verfahrens ist die Untersu-
chung kurz nach der Gewinnung der
Eileiter ohne Kultivierungsschritte an
einem intakten Zellverband unter in-
vivo-nahen Bedingungen. In quanti-
tativen Studien kann im ,Ovidukt
Explant Assay” (OEA) die Bindungs-
fahigkeit von Spermatozoen an das
Eileiterepithel als Mal} fiir die Sper-
mienqualitdt ermittelt werden (Abb. 3).
Dazu werden frisch gewonnene Ovi-
duktexplante mit einer definierten
Anzahl gewaschener Spermatozoen
kurzzeitig koinkubiert und gefilmt.

Die Flache der Explantfragmente
wird gemessen und die Anzahl der
gebundenen Spermien gezahlt. Der
sogenannte Bindungssindex (BI: Sper-
mienzahl/0,01 mm? wird als arith-
metisches Mittel der Bindungsindizes
zweier (oder mehrerer) Explante aus
unterschiedlichen Regionen des Ei-
leiters definiert:

Bl = (Bl + Bl,)/2

= (NR; + NR, + NR,)/
(SR, +SR +SR)

Bl

E1,2

wobei NR;, NR,, NR, die Anzahl der
Spermien, die an den Fragmenten R,

R, gebunden sind, und SR,, SR,,
SR, die Flache dieser Fragmente dar-
stellen.

Obwohl systematische Studien Gber
das Verhdltnis zwischen den Ergeb-
nissen des OEAs und der Fruchtbar-
keit fehlen, gibt es Hinweise fir die
Niitzlichkeit dieses Verfahrens in der
spermatologischen Diagnostik. Un-
tersuchungen an geringen Proban-
denzahlen bei Schwein und Rind zei-
gen individuenabhdngig eine hohe Va-
riation der Bindungsindizes, die nach-
weislich mit Fertilitdtsunterschieden
verbunden war [21, 49]. Die Sensitivi-
tat des Assays zeigt sich auch darin,
dass flussigkonservierte Eberspermien
nach 72 Stunden Lagerung eine redu-
zierte Eileiterbindungskapazitat auf-
wiesen, ohne dass der lagerungsbe-
dingte Qualitatsverlust standardsper-
matologisch diagnostizierbar war [50].
Die Resultate des OEA stehen zudem
in einem wichtigen funktionellen Zu-

Abbildung 3: ,Ovidukt Explant Assay”: an ein Eileiterexplant gebundene Eberspermien. Vergro-
Berung x 250.
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sammenhang mit der Volumenregula-
tion: die hohere Bindungsfahigkeit der
Spermatozoen ist mit der besseren Re-
gulation des Zellvolumens assoziiert
[21].

Kapazitationstests

Die post-ejakulatorische Wechsel-
wirkung mit der Umgebung hat wei-
tere Auswirkungen auf die membran-
vermittelten Prozesse in Spermato-
zoen. Die Vorginge der Kapazitation,
die die Spermatozoen auf die Be-
fruchtung vorbereiten, umfassen vor
allem Veranderungen der molekula-
ren Struktur, der Funktion und der Mor-
phologie der Membran. Diese Verdn-
derungen spiegeln sich in der Dyna-
mik der Regulation der Transportvor-
gange und intrazelluldren lonenkon-
zentrationen wider und resultieren in
der Aktivierung spezifischer Signal-
Ubertragungssysteme, die zur Hyper-
aktivierung (Veranderung des Bewe-
gungsmusters) und am Ende zur Akro-
somreaktion (Exozytose des Akrosoms)
fihren [51]. Wahrend der Ejakulation
binden als ,Dekapazitationsfaktoren”
bezeichnete sekretorische Proteine
der akzessorischen Geschlechtsdrii-
sen an die Spermienoberfliche und
bilden eine Schutzschicht [52]. Die
funktionelle Destabilisierung wird
zum einem durch die Bikarbonat-ge-
steuerte Veranderung der Lipidstruktur
der Membran und durch einen ,lipid
carrier“-vermittelten Efflux von Cho-
lesterin aus der Membran, zum an-
deren durch die Entfernung der se-
kretorischen Proteine (Dekapazitati-
onsfaktoren) eingeleitet. Erst dann ist
die Membran fiir die endogenen Pro-
zesse (z.B. Verdnderungen in den
intrazelluldren  lonenkonzentratio-
nen und Umverteilungen der Rezep-
toren und Proteine) vorbereitet.

Tests zur Erfassung molekularer Ver-
dnderungen

Eines der friihzeitigen Ereignisse der
Kapazitation ist die Verdnderung der
Lipidarchitektur der Membran. Der
Grad der Asymmetrie kann mit dem
Merocyanin-Assay unter Anwendung
der Durchflusszytometrie nachge-
wiesen werden. Schon nach wenigen
Minuten (10-25 min) ist in der kapazi-
tationsbehandelten  (Bikarbonat/CO,)
Spermienpopulationen ein hoheres
Mall an Merocyanin-Bindung nach-
weisbar. Die Auspragung ist hochst
individuell bei unterschiedlichen Va-
tertieren. Dieser Test wird erfolgreich
bei Schwein, Hengst und Bulle an-
gewandt.




Die Erhohung des internen Ca**-
Spiegels und Tyrosinphosphorylie-
rung von Spermienproteinen sind en-
dogene Verdnderungen, die im Ver-
lauf der Kapazitation auftreten; sie
sind flr die nachfolgende Akrosom-
reaktion essenziell. Diese Verdnde-
rungen kénnen anhand der Immun-
fluoreszenz unter Anwendung der
Mikroskopie oder Durchflusszytome-
trie im Rahmen fortgeschrittener dia-
gnostischer Verfahren erfasst werden.

Mit Darstellung des intrazelluldren
Ca**-Spiegels von Spermatozoen durch
Ca?*-Imaging unter Einsatz von Kal-
zium-Fluorochromen (z. B. Fluo-3-
AM) wurde am Beispiel von Pferd und
Schwein nachgewiesen, dass durch
die Interaktion der Spermatozoen
mit dem Eileiterepithel der intrazel-
luldre Ca?*-Gehalt auf einem kon-
stant niedrigeren Niveau gehalten
wird [53-55], wahrend sich der pro-
zentuale Anteil der ungebundenen
Spermatozoen mit hohem Ca?*-Level
im Verlauf einer 3-stiindigen Koinku-
bation unter kapazitationsfordern-
den Bedingungen verdoppelte (22 %).

Durch Aktivierung der Adenylatzy-
klase und der damit zusammenhan-
genden Erhéhung des cAMP-Spie-
gels erfolgt die Aktivierung von PKA
(Proteinkinase A) und die Tyrosin-
phosphorylierung von Proteinen [56,
57]. Diese Phosphorylierung setzt in-
nerhalb der ersten Stunden des Kapa-
zitationsvorganges ein [58, 59]. Dass
die Phosphorylierungsreaktionen eine
Begleiterscheinung der Kapazitation
sind, wurde in unterschiedlich kom-
binierten In-vitro-Systemen nachge-
wiesen. Die spezifische Phosphory-
lierung der Spermienproteine, deren
Molekulargewichte sich tierartspezi-
fisch unterscheiden, wurde sowohl im
Geilelkompartiment als auch im Sper-
mienkopfkompartiment der Spermato-
zoen einiger Spezies, z. B. Schwein
und Hund, lokalisiert [60]. Diese Ver-
anderungen kénnten somit sowohl
auf eine mogliche Beteiligung der
Tyrosinphosphorylierung in Vorberei-
tung auf die Akrosomreaktion als auch
auf die Hyperaktivierung hindeuten.
Individuelle Unterschiede in der Tyro-
sinphosphorylierung kénnen sowohl
in der Elektrophorese als auch in der
Immunofluoreszenz nachgewiesen
werden und sind als fortgeschrittene
Diagnostika anwendbar (z. B. beim
Hund [61]). Die Ausprdgung der ka-
pazitationsbedingten Tyrosinphospho-
rylierung ist aullerdem von der Be-

handlung der Spermien abhangig, was
eine Perspektive zum Einsatz von
diesem Parameter fiir die Beurtei-
lung der Verdiinnereffizienz zunutze
macht [62].

Auslésung der Akrosomreaktion

Nur kapazitierte Spermien sind in der
Lage, die Akrosomreaktion zu durch-
laufen, die Zona pellucida zu pene-
trieren und mit der Eizelle zu fusio-
nieren [2]. Daher ist die Erfassung
des Membranstatus durch gleichzei-
tige Beurteilung der Integritit von
Plasmamembran und Akrosom unter
Einsatz Propidiumjodid/FITC-konju-
gierter Lektine nach einer Kapazita-
tionsbehandlung und Induktion der
Akrosomreaktion ein Gradmesser der
Kapazitationsfahigkeit der Spermien
und ein wichtiges Diagnostikum
[63]. Auch bei der Beurteilung der
Verdiinnereffizienz fir die Kryokon-
servierung erweist sich die Erfassung
der induzierten Akrosomreaktion in
Kombination mit der volumetrischen
Analyse sensitiver als standardsper-
matologische Parameter bei Hunde-
spermien [64].

Die Induktion der Akrosomreaktion
kann durch Anwendung spezieller
Stimuli erfolgen: intakte Zona pellu-
dida, solubilisierte Zona pellucida-
Proteine, Progesteron, Kalziumiono-
phor etc. Der Grad der Reaktivitat
auf die verschiedenen Stimuli ist von
dem Reifungsstatus der Spermien,
dem Individuum, den Inkubations-
bedingungen und anderen Einfluss-
faktoren wie Konzentration der Sti-
muli oder Reifungsstatus der Zonae
abhingig. Deshalb sollten solche Tests
unter standardisierten Bedingungen

durchgefiihrt und als Gesamtprozess
betrachtet werden [22].

Dynamische Charakterisierung der ka-
pazitationsbedingten Destabilisierung
Kapazitation kann auch als ein Pro-
zess der kontrollierten positiven Mem-
brandestabilisierung verstanden wer-
den [65]. Die Heterogenitat der Zell-
populationen (stark ausgepragte Va-
riation funktioneller Eigenschaften
innerhalb eines Ejakulates) sowie Dif-
ferenzen zwischen den Ejakulaten ei-
nes Spenders und zwischen den
Ejakulaten verschiedener Individuen
dulern sich in unterschiedlichen
Geschwindigkeiten dieser Kapazita-
tionsabldufe. Je schneller die Sperma-
tozoen die einzelnen Stadien dieses
Prozesses durchlaufen, desto schneller
wird die untere und obere Grenze
des sogenannten ,Kapazitationsfens-
ters” erreicht (Abb. 4). Der Eintritt in
das ,Kapazitationsfenster” wird im
Allgemeinen mit der Fédhigkeit der
Spermatozoen assoziiert, auf die be-
fruchtungsfordernden Bedingungen
zu reagieren, indem sie hyperaktivierte
Bewegungsmuster zeigen und an der
Zona pellucida der Eizelle die Akro-
somreaktion vollziehen [65].

AufBerhalb dieses Fensters ist nicht
mehr von ,positiver Destabilisierung”,
sondern von ,Zelldegeneration” zu
sprechen. Die Bestimmung einzelner
spermatologischer Parameter als Po-
pulationsdurchschnitt zu einem defi-
nierten Zeitpunkt reflektiert weder
den Grad der Heterogenitit der Ge-
samtpopulation noch den Grad der
funktionellen Modulation der Samen-
zellen in ausreichender Weise. Da-
gegen ermoglicht die dynamische
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Abbildung 4: Modell zur Kinetik der Kapazitationsveranderungen bei Vatertieren mit unterschied-

licher Fertilitat.



Charakterisierung funktioneller Ver-
dnderungen (1) die Determinierung
der Sequenz einzelner Kapazita-
tionsabldufe (Prozesskette) und (2)
den Vergleich zwischen funktionell
unterschiedlichen Zellpopulationen
[55, 61].

Deswegen wird in der weiterfiihren-
den Diagnostik grollen Wert auf Ver-
fahren zur Erfassung der Prozesski-
netiken gelegt. Anwendungsbeispie-
le gibt es aus der Spermakonservie-
rungsforschung. So konnten bei fliis-
sigkonservierten Eberspermien lage-
rungstemperaturabhdngige  Quali-
tatsunterschiede nur anhand der
Kinetiken des Kalziuminfluxes und in-
duzierten Akrosomreaktion erfasst
werden; standardspermatologische
Parameter erwiesen sich nicht sensitiv
genug [66]. Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass sowohl eine zu schnelle
als auch eine zu langsame Kinetik der
kapazitationsbedingten Destabilisie-
rung mit Subfertilitit assoziiert ist
[63]. Das begriindet die weitere Eta-
blierung solcher spezieller Verfahren
in der spermatologischen Praxis.

Zonabindung/Penetration

Zona pellucida-Bindung und Oozy-
ten-Penetration-Tests wurden fiir un-
terschiedliche Spezies etabliert. In die-
sem Verfahren werden die an die Zona
pellucida gebundenen bzw. penetrier-
ten Spermatozoen ausgezdhlt. Aller-
dings sind solche Assays einigen Ein-
schrankungen unterlegen. Es wurde
gezeigt, dass auch unkapazitierte
Spermien an der Zona pellucida bin-
den kénnen und somit die Bindung
nicht als Kriterium der Befruchtungs-
kompetenz angesehen werden kann
[67]. Andererseits gilt die Fahigkeit
von Spermatozoen, die Zona pellu-
cida zu penetrieren, als Zeichen der
funktionellen Kompetenz, da diese
Barriere nur von kapazitierten Sper-
mien wahrend des Befruchtungsvor-
ganges (berwunden werden kann
[68]. Die Assays gelten als aufwen-
dig und wenig standardisierbar, so-
dass sie in der Laborroutine nicht etab-
liert sind. Nachteilig ist auch, dass
unter In-vivo-Bedingungen essenzi-
elle Spermieneigenschaften, wie de-
ren Uberlebensfihigkeit im weibli-
chen Genital, mit diesen Testverfah-
ren nicht erfassbar sind [69]. Fiir ex-
perimentelle Zwecke, die der unmit-
telbaren Uberpriifung der Befruch-
tungs- und friihembryonalen Entwik-
klungsfahigkeit dienen, sind IVF-Tests
fur verschiedene Spezies etabliert.

Perspektiven in der
modernen Spermatologie

Die Anwendung computergestiitzter
und insbesondere zytometrischer Ver-
fahren in der Reproduktionsbiologie
und in der spermatologischen Diag-
nostik gewinnt zunehmend an Be-
deutung. Allerdings steht die Zyto-
mik als neues Gebiet der funktionel-
len und molekularen Analyse noch
am Anfang ihrer Entwicklung. Obwohl
das enorme Potenzial der multipara-
metrischen Erfassung von Systemeigen-
schaften und nachfolgender Moleku-
laranalyse nicht zu bestreiten ist, be-
darf es umfassenderVorarbeit in konven-
tionellen Monosystemen isolierter Zel-
len, um die zu Verfligung stehenden
technischen und analytischen Mittel in
das Spektrum géngiger Verfahren zu
integrieren und Aspekte der Dynamik
und Heterogenitét in die Analyse der
Zellpopulationen innerhalb komplexer
biologischer Systeme einzuschliefSen.

Um die spermatologischen Parame-
ter gemal ihrer Signifikanz im Repro-
duktionsgeschehen einordnen zu kon-
nen, mussen die Erfassungs- und Ana-
lyse-Methoden sensitiv und reprodu-
zierbar sein. Dabei ist es wichtig,
nicht nur eine reprasentative Popula-

tion quantitativ auszuwerten, sondern
moglichst die gesamte biologische He-
terogenitdt innerhalb eines Zellsys-
tems zu berlicksichtigen. Die multi-
parametrische zytometrische Erfas-
sung und Bestimmung dynamischer
Regulationsprozesse in Spermatozoen-
populationen in ihrem zeitlichen Ver-
lauf bietet in diesem Zusammenhang
eine einzigartige Moglichkeit, die
Charakterisierung und das Verstand-
nis reproduktionsbiologischer Vorgan-
ge zu erweitern. Das humane Zytom-
projekt schreibt neben modernen Me-
thoden der Proteomik und Genomik
der zusammenfassenden molekula-
ren funktionellen Zellsystemforschung
eine zentrale Rolle in der Diagnostik
und Pradiktivmedizin zu [4, 5]. Die Ein-
beziehung der modernen Methoden
der Zytomik bei der Charakterisierung
der Heterogenitdt und Dynamik tieri-
scher Zellen und Zellsysteme wiirde
eine logische Fortsetzung des huma-
nen Zytomprojektes zur funktionel-
len Zytomanalyse darstellen. Die In-
halte vorliegender Arbeit illustrieren
die Anwendung multimolekularer
Analyseverfahren in Verbindung mit
nachfolgender quantitativer und
analytischer Auswertung auf dem
Gebiet der Reproduktionsbiologie
von Sdugetierspezies.

Relevanz fiir die Praxis

In der Praxis ermdglichen die modernen Methoden neue Perspektiven der
Fertilitdtsprognose und des Therapieentscheids. Die Differenzierung biolo-
gisch unterschiedlicher Spermiensubpopulationen ist insbesondere unter
In-vivo-Fertilisationsbedingungen von hoher Bedeutung. Hiervon profitiert
in erster Linie die veterindrmedizinische Andrologie, wo die Erzielung
moglichst vieler Graviditaten mit konserviertem Sperma nach Insemination
die Grundlage einer effizienten Tierproduktion ist. Die friihzeitige Erken-
nung subfertiler Vatertiere steht dabei im Vordergrund. In der Humanmedi-
zin bieten die neuen Verfahren wertvolle Entscheidungshilfen fiir den Ein-
satz assistierter Reproduktionstechniken. Die stetige Suche nach besseren
Spermakonservierungstechniken und die Bestrebung, mit moglichst gerin-
gen Spermienzahlen oder mit besonders aufbereitetem Sperma (z. B. ge-
sextem Sperma) zum Befruchtungserfolg zu gelangen, erfordern eine diffe-
renzierte spermatologische Diagnostik. Hier findet sich ein groRes An-
wendungspotenzial der modernen Spermatologie.
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