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Binleitung

1.2 Dié. Auflage

Als Reaktion auf den wachsenden Bedarf an einer
Standardisierung der M ethoden zur U  ntersu-
chung des men schlichen Ejakulates er schien 1980
die erste Auflage des WHO Labor-Handbuches fiir
die Untersuchung des menschlichen Ejakulates und
der Spermien-Mukus-Interaktion. Seither sind drei
Neuauflagen er schienen s owie Ub ersetzungen in
verschiedene Sprachen. Im Laufe der letzten 30 hh-
re wurde das Laborhandbuch als globaler Standard
anerkannt und weltweit extensiv in der F orschung
und in klinischen Laboratorien benutzt.

Trotz dieses Erfolges wurde deutlich, dass eini-
ge Empfehlungen aus fritheren Auflagen im Lichte
neuer Erkenntnisse revidiert werden mussten und
einige Konzepte weiterer Erkldrung und unterstiit-
zender Evidenz bedurften. Im Lichte dieser Uberle-
gungen setzte die WHO ein Herausgebergremium
ein, um alle b eschriebenen Methoden des L abor-
handbuchs zu tiberarbeiten und um sie e ntweder
zu b estdtigen, zu 4 ndern o der zu ak tualisieren.
In zahlreichen Fillen entpuppte sich dies als eine
schwierige A ufgabe, da n ur un geniigende D aten
mit denim Laborhandbuch b eschriebenen Me-
thoden generiert worden waren. In einigen Féllen
erzielten gut etablierte L aboratorien iib ereinstim-
mende Daten, aber dies konnte von anderen nicht
bestitigt werden. In diesen Fillen fand das Heraus-
gebergremium nach Evaluierung der einschlégigen
Literatur einen Konsensus.

Zusitzliche Empfehlungen gingen von techni-
schen A ssistenten und W issenschaftlern ein, in s-
besondere im Hinblick auf die Notwendigkeit einer
detaillierteren B eschreibung der M ethoden. D as
Fehlen von D etails in f ritheren A usgaben f iihrte
dazu, dass es einige Laboratorien bevorzugten, an-
dere Methoden zu b enutzen oder sie en twickelten
eigene Versionen dieser Methoden, wobei sie wei-
terhin b ehaupteten, die E jakulatanalyse en tspre-
chend dem WH O-Manual d urchzufithren. U m
globale Vergleiche einfac her zu g estalten, en thalt
die g egenwirtige A usgabe des L aborhandbuchs
deshalb viel mehr D etails und b egriindet alterna-
tive Methoden. Wenn Ergebnisse in Publikationen
mitgeteilt werden, wir d jetzt em pfohlen, dass die
Autoren klarstellen sollten, welche spezielle Metho-
de aus dem Laborhandbuch benutzt wurde.

Didfiinfte Auflage enthilt drei Teile: Ejakulatana-
lyse (» Kap. 2-4, Spermienpriparationen (> Kap. 5
und 6 Uind Qualitétssicherung (» Kap. 7 )Der Teil
1, der sich mit der E jakulatanalyse b efasst, dhnelt
dem aus fritheren Auflagen, ist jedoch in drei Kapi-
tel eingeteilt: Standardmethoden, die robuste Rou-
tine-Methoden zur Bestimmung der Spermienqua-
litdt darstellen; fakultative Teste, die in bestimmten
Situationen benutzt oder von einzelnen L aborato-
rien bevorzugt werden; Forschungstests, die gegen-
wirtig nicht als fiir die Routine geeignet betrachtet
werden. Da die Fjakulatkultur normalerweise nicht
im Andrologie-Labor durchgefiihrt wird, wird die-
senur in dem A bschnitt tib er die st erile G ewin-
nung des Ejakulates erwédhnt. D er Abschnitt éiber
die Spermienpréparation befasst sich nicht nur mit
der G ewinnung von S permien aus d em Ejakulat,
sondern auch aus dem H oden und dem N eben-
hoden. Anmerk ungen mi t sp eziellen met hodolo-
gischen Erklarungen sind in den T ext eingestreut,
ferner Kommentare, die die Ergebnisse interpretie-
ren und die zusétzliche Erklarungen enthalten.

Die H auptpunkte der 5. A uflage w erden hier
kurz vorgestellt:

Bjpdtel zurEjakulatanalyse beinhalten
Details aller verwandten Losungen, Verfahren,
Berechnungen und Interpretationen, so dass
jede Methode grundsitzlich komplett ist und
selten Hinweise auf andere Teile des Labor-
handbuchs notwendig sind.

er Abschnitt iiber die Spermienpraparatio-
nen wurde ausgeweitet und ein Kapitel zur
Kryokonservierung von Spermien hinzu-
gefiigt. Die Verfahren zur Analyse des Zervi-
kalmukus wurden zwischen dem Kapitel titer
fakultative Methoden und einem Appendix
zur Charakterisierung des Mukus aufgeteilt.
Bestimmung der Spermienzahl: Die Ejakulat-
verdiinnungen und die Abschnitte der Zahl-
kammer zur Bestimmung der Spermienzahl
in einer Samenprobe wurden dahingehend
gedandert, dass 200 Spermien pro Doppelbe-
stimmung gezdhlt werden. Die Bedeutung von
Fehlern beim Umgang mit der Probe und die
Sicherheit der gewonnenen Zahlenergebnisse
werden betont. Das Herausgebergremium
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betrachtet die Gesamtspermienzahl pro Eja-
kulat als eine wichtigere Information fiir die
Beurteilung der Hodenfunktion als die Sper-
mienkonzentration, aber fiir diesen Zweck
muss das Ejakulatvolumen exakt gemessen
werden.

Bestimmung der Azoospermie: Obwohl auf
den ersten Blick einfach, wird die Diagnose
einer Azoospermie durch zahlreiche Fakto-
ren kompliziert, zu denen grofe Fehler beim
Zahlen nur weniger Spermien, die grofie
Zahl der Felder, die mikroskopisch analysiert
werden miissen und Schwierigkeiten bei der

Untersuchung Debris-reicher Spermienpellets

gehdren. Zu den empfohlenen Anderungen
gehoren die Untersuchung fixierter, un-
zentrifugierter Proben und die Angabe der
Sensibilitdt der Zahlmethode. Jedoch werden
auch Zentrifugationsmethoden fiir die An-
reicherung gentigender Spermienzahlen fiir
therapeutische Zwecke und Methoden fiir die
Identifizierung motiler Spermien in unfixier-

ten Proben fiir die Beurteilung eines Post-Vas-

ektomie-Ejakulates erwihnt.

Beurteilung der Spermienmotilitat: Eine
wichtige Anderung gegeniiber fritheren Auf-
lagen bildet die Kategorisierung der Sper-
mienmotilitdt. Es wird jetzt empfohlen, dass

Spermien in progressiv-motil, nichtprogressiv-

motil und immotil (anstelle der Grade a, b, ¢
oder d) eingeteilt werden.

Beurteilung der Spermienmorphologie: Eini-
ge Laboratorien bestimmen nur die normalen

Formen, wihrend andere den Typ, die Loka-
lisation und das Ausmaf$ der Abnormalitait

fir wichtig halten. Es bleibt zu diskutieren, ob

diese differenziellen oder semi-quantitativen
Beurteilungen den Wert der Ejakulatanalyse
erhohen. Ergebnisse, die eine Beziehung zwi-

schen dem Prozentsatz normalgeformter Sper-

mien (entweder durch strikte Kriterien oder
durch computer-assistierte Beurteilung der
Morphologie definiert) und In-vivo-Fertilisa-
tionsraten finden, rechtfertigen den Versuch,
eine spezifische morphologische Subpopula-
tion der Spermatozoen im Ejakulat zu identi-
fizieren. In die vorliegende Auflage wurden
mehr und qualitativ bessere mikroskopische

Aufnahmen von Spermien aufgenommen, die
als normal oder grenzwertig beurteilt werden,
und es werden mehr Erklarungen geliefert,
nach welchen Kriterien die Spermatozoen
klassifiziert werden. Dies sollte dazu beitragen,
technische Assistenten besser zu trainieren,
Spermatozoen einheitlich zu beurteilen. Neue
Daten von einer fertilen Population erlauben
es, Referenzwerte fiir den Prozentanteil nor-
malgeformter Spermien zu geben.
Qualitatskontrolle: Dieses Kapitel wuxde
komplett neu geschrieben. Strikte Qualitétssi-
cherung der Ejakulatanalyse ist notwendig, um
verléssliche analytische Ergebnisse zu erzielen.
Es werden Hinweise und Vorschlage gemacht,
wie die Laborarbeit verbessert werden kann,
wenn die Ergebnisse der Qualitatskontrolle
nicht zufriedenstellend sind.
Referenzbereiche und Referenzgrenzen:
Daten zur Qualitdt des Ejakulates von fertilen
Minnern, deren Partnerinnen eine »time-to-
pregnancy« (TTP) (Zeit bis zum Eintritt der
Schwangerschaft) von weniger als 12 Monaten
hatten, liefern die Referenzbereiche in diesem
Manual. Rohdaten von 400-1900 Ejakulatpro-
ben von kiirzlich gewordenen Vitern aus acht
Landern auf drei Kontinenten wurden heran-
gezogen, um die Referenzbereiche festzulegen.
Entsprechend konventioneller statistischer
Tradition wurden die 2,5te Zentile eines zwei-
seitigen Referenzintervalles als der Grenzwert
herangezogen, unter dem Werte als zu einer
anderen Population gehorend betrachtet wer-
den. Ein einseitiges Referenzintervall wurde
jedoch als fiir die Ejakulatanalyse angebrachter
betrachtet, da es unwahrscheinlich ist, dass
hohe Werte irgendeines Parameters die Fertili-
tdt negativ beeinflussen. Die 5. Zentile wird als
untere Referenzgrenze angegeben und die voll-
stindige Verteilung jedes Ejakulatparameters
wird in » Kap. 8 dargestellt.

1.3 Zweck des und Umfang des
Laborhandbuchs

Die hier beschriebenen Methoden sollen als Richt-
linie dienen, um die Quali tét der Ejakulatanalyse
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zu verbessern und die Er gebnisse vergleichbar zu
machen. Sie sollten von lo kalen, na tionalen o der
globalen Einr ichtungen zur Ak kreditierung v on
Laboratorien nicht notwendigerweise als obligato-
risch betrachtet werden. Die Ejakulatanalyse kann
sowohl im k linischen wie im F orschungsbereich
niitzlich s ein, um den md nnlichen F ertilitdtssta-
tus zu er fassen, aber auch um die Spermatogenese
wihrend und nac h einer mé nnlichen Kontrazep-
tion zu Giberwachen.
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Einleitung

Wiahrend der E jakulation wir d das E jakulat aus
einer k onzentrierten S permiensuspension, die in
den paa rig a ngelegten N ebenhoden g espeichert
wird, mit den Fliissigkeiten aus den akzessorischen
Geschlechtsdriisen g emischt und v erdiinnt. E s
wird in mehr eren P ortionen ejak uliert. Ein V er-
gleich v on S permavolumina v or und nac h einer
Vasektomie zeigt, dass un gefahr 90% des E jaku-
latvolumens aus S ekreten den akzess orischen Ge-
schlechtsdriisen besteht (Weiske 1994), vorwiegend
aus der Prostata und den Samenbldschen mit einem
kleineren Anteil aus den bulbourethralen (C ow-
per’schen) Driisen und den Nebenhoden.

Das Fjakulat hat zwei hauptsichliche und quan-
tifizierbare Bestandteile:

(2samtzahl der Spermien, die eine Aussa-
ge iiber die Spermienproduktion in den Testes
und die Durchgéngigkeit des posttestikuldren
Gangsystems erlaubt.

as gosamte Fliissigkeitsvolumen, das aus den
akzessorischen Geschlechtsdriisen stammt
und deren sekretorische Aktivitat widerspie-
gelt.

DieBeschaffenheit der Spermien (ihr e Vitalitit,
Motilitdt und Morphologie) und die Zusammen-
setzung der S eminalfliissigkeit sind fir die S per-
mienfunktion von grofler Wichtigkeit.

Wihrend des G eschlechtsverkehrs kommt die
erste, sp ermienreiche p rostatische F raktion des
Ejakulates in K ontakt mi t Z ervikalmukus in der
Vagina (Sobrero u. MacLeod 1962), wobei der Rest
der Fliissigkeit als ein Pool in der Vagina verbleibt.
Im Gegensatz dazu wird das gesamte Ejakulat unter
Laborbedingungen in einem Gefif$ gesammelt, wo
die Spermien in einem Koagulum eingeschlossen
sind, das aus Proteinen aus den Samenbldschen be-
steht. Dieses Koagulum wird spiter durch die pro-
statischen P roteasen liquifiziert, wihrend die O s-
molalitit ansteigt (Bjorndahl u. Kvist 2003; Cooper
et al. 2005).

Es gibt Hinweise, dass die Qualitat der Samen-
probe von der Art der Gewinnung abhéngt. Ejaku-
late, die durch Masturbation in ein Gefif} in einem
Raum nahe dem L abor g ewonnen w erden, k 6n-
nen von minderer Qualitat als s olche sein, die aus

einem spermizidfreien Kondom wiahrend des Ge-
schlechtsverkehrs zuhause gewonnen werden (Za-
vos u. Goodpasture 1989). Der Unterschied konnte
durch d ie u nterschiedliche s exuelle S timulation
bedingt s ein, da die Z eitspanne zur G ewinnung
der Probe durch Masturbation, die ein Mafl fiir die
Stimulation der akzessorischen Geschlechtsdriisen
ist, die Ejakulatqualitdt b eeinflusst (Pound etal.
2002).

Unter den g egebenen B edingungen der P ro-
bengewinnung hingt die S permaqualitit von nor-
malerweise nicht zu b eeinflussenden Faktoren ab
wie die Spermienproduktion in den Testes, die Se-
kretionsaktivitit d er a kzessorischen G eschlechts-
driisen und kiirzlich durchgemachte, insbesondere
febrile Erkrankungen sowie anderen Faktoren wie
die Karenzzeit, die f estgehalten werden muss und
die fiir die Interpretation der Ergebnisse eine Rolle
spielt.

Die Er gebnisse der L aboruntersuchungen der
Spermagqualitdt hiangen von folgenden Faktoren ab:

er DIIstandigkeit der gewonnenen Probe:

Die ersten ejakulierten Fraktionen enthalten

vorwiegend spermienreiche Prostatasekrete,

wihrend die spateren Fraktionen vorwiegend
aus Fliissigkeit der Samenbldschen bestehen

(Bjorndahl u. Kvist 2003). Daher hat der Ver-

lust der ersten, spermienreichen Fraktion des

Ejakulates einen grofieren Einfluss auf die

Ergebnisse der Ejakulatanalyse als der Verlust

der letzten Portion.

Abdevitat der akzessorischen Geschlechts-
driisen, deren Sekrete die konzentrierten
epididymalen Spermatozoen wéihrend der
Ejakulation verdiinnen (Eliasson 2003): Die
Spermienkonzentration ist nicht ein direktes
Maf fiir den Spermienausstofl aus den Hoden,
da das Ejakulatvolumen durch die Funktion
anderer reproduktiver Organe beeinflusst
wird, wohingegen die Gesamtspermienzahl im
Ejakulat (Spermienkonzentration multipliziert
mit dem Ejakulatvolumen) ein direktes Maf3
fiir die Spermienproduktion in den Hoden ist.
So konnen z.B. die Spermienkonzentrationen
in Ejakulaten jiingerer und élterer Méanner
gleich sein, die Gesamtspermienzahl kann
jedoch unterschiedlich sein, da sowohl das Vo-
lumen der Samenfliissigkeit wie die Gesamt-
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spermienproduktion mit dem Alter geringer
werden, zumindest in einigen Populationen
(Ng et al. 2004).

Karenzzeit seit der letzten sexuellen Akti-
vitat: Wenn nicht ejakuliert wird, kumulieren
die Spermien in den Epididymides, treten
dann in die Urethra tiber und werden mit
dem Urin ausgespiilt (Cooper et al. 1993; De
Jonge et al. 2004). Die Spermienvitalitidt und
das Chromatin bleiben von der Lange der
Abstinenzzeit unberiihrt (Tyler et al. 1982b; De
Jonge et al. 2004), es sei denn, dass die Neben-
hodenfunktion gestort ist (Correa-Perez et al.
2004).

ZBiebis zur vorletzten Ejakulation: Da die
Epididymides durch eine Ejakulation nicht
vollstindig geleert werden (Cooper et al. 1993),
konnen noch einige Spermien von der vorher-
gehenden Ejakulation vorhanden sein. Dies
beeinflusst das Altersspektrum und die Quali-
tat der Spermien in einer Ejakulatprobe (Tyler
et al. 1982a). Das Ausmaf$ dieser Einflussfakto-
ren ist schwierig zu beurteilen und wird kaum
in Betracht gezogen.

as Hibdenvolumen, das die Gesamtspermien-
zahl pro Ejakulat beeinflusst (Handelsman et
al. 1984; WHO 1987; Behre et al. 2000; Ander -
sen et al. 2000): D as Hodenvolumen spiegelt
die spermatogenetische Aktivitat wider, die
wiederum die Spermienmorphologie beein-
flusst (Holstein et al. 2003).

Kommentar

Die grof3e biologische Bandbreite der Qualitat der
Ejakulate ( Castilla et al. 2006) spiegelt die vielen
hier auf geflihrten F aktoren wider und v erlangt,
dass alle M essungen im Ejakulat prazise dur chge-
fuhrt werden.

Diese variablen und w eitgehend unk ontrollierba-
ren Faktoren erkldren die gr ofle in traindividuelle
Variation in der Z usammensetzung des E jaku-
lates (B aker u. Kovacs 1985; Alvarez et al . 200 3).
O Abb. 2.1zeigt die mi t WH O-Methoden gemes-
senen Variationen tiber die Zeit in Ejakulatproben
von 5 gesunden jungen Freiwilligen, die im Place-
boarm einer Studie zur mannlichen h ormonellen
Kontrazeption teilnahmen. Eine solche Variabilitat
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hat Konsequenzen fiir die I nterpretation der E ja-
kulatanalyse:

s ist inmaglich, die Qualitét des Ejakulates
eines Mannes anhand der Beurteilung einer
einzigen Probe zu erfassen.

ahebPsollten zwei oder drei Ejakulatproben
analysiert werden, um Ausgangswerte zu er-
halten (Poland et al.1985; Berman et al. 1986;
Carlsen et al. 2004; Castilla et al. 2006; Keel
2006).

Obwohl Untersuchungen der Gesamtpopulation
der ejakulierten Spermien die Fertilisierungskapa-
zitdt der w enigen S permien, die b is zum Or t der
Fertilisation gelangen, b estimmen k 6nnen, liefert
die Fjakulatanalyse dennoch essentielle Informatio-
nen iiber der klinischen Status eines Individuums.
Alle Aspekte der Ejakulatgewinnung und -analyse
miissen unter streng standardisierten Bedingungen
durchgefiihrt w erden, w enn sie valide und n  iitz-
liche I nformationen liefern s ollen. Die in dies em
Kapitel beschriebenen Methoden sind akzep tierte
Verfahren, die die gr undsatzlichen Schritte in der
Ejakulatbewertung enthalten.

Die E jakulatanalyse umfasst f olgende S chritte
(diein den f olgenden A bschnitten det ailliert b e-
schrieben werden).

In den ersten 5 Minuten:

tzRkung des Probenbehilters auf dem La-
bortisch oder in einem Inkubator (37 °C) zur

Liquifizierung.

Zwischen 30 und 60 Minuten:

eurf®ilung der Liquifizierung und des Aus-
sehens des Ejakulates.

essivhg des Ejakulatvolumens.

essivhg des pH-Wertes (falls erforderlich).

erstllung eines Feuchtpriparates fir die
mikroskopische Beurteilung, die Spermienmo-
tilitat und die fiir die Bestimmung der Sper-
mienzahl notwendige Verdiinnung.

estilimung der Spermienvitalitit (bei niedri-
gem Prozentsatz der motilen Spermien).

erstellung von Ausstrichen fiir die Beurtei-
lung der Spermienmorphologie.

erstllung von Ejakulatverdiinnungen, um
die Spermienkonzentration zu bestimmen.

estiBimung der Spermienzahl.
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cbfithrung des »Mixed-Antiglobulin-Re-

action-(MAR-) Test« (wenn erforderlich).

estiBimung der Peroxidase-positiven Zellen
(wenn Rundzellen vorhanden sind).

orbafeitung der Spermien fiir den Immuno-
bead-Test (falls erforderlich).

entiffugation des Ejakulates (falls biochemi-
sche Marker gemessen werden sollen).

Innerhalb von 3 Stunden:
eitdieiten von Proben an das Mikrobiologie-
Labor (falls erforderlich).

Nch 4 Stunden:
Fimjdiarben und Beurteilung der Ausstri-
che fiir die Spermienmorphologie.

Spiter an demselben Tag (oder an einem der folgen-
den Tage, wenn die Proben eingefroren werden):
estiBimung der Markersubstanzen der akzes-
sorischen Geschlechtsdriisen (falls erforder-
lich).
chfithrung des indirekten Immunobead-
Tests (falls erforderlich).



2.2 - Probengewinnung

2.2 Pbengewinnung

2.2.1 ¥rbereitung

Ekerlatprobe sollte in einem separaten
Raum nahe dem Labor gewonnen werden,
um Temperaturschwankungen zu vermeiden
und um die Zeit zwischen der Gewinnung
und dem Beginn der Analyse zu kontrollieren
(» Abschn. 2.2.5und 2.2.6im Hinblick auf Aus-
nahmen).

ie Pobe sollte nach mindestens 2 Tagen und
maximal 7 Tagen sexueller Karenz gewon-
nen werden. Wenn weitere Proben benotigt
werden, sollte die Zahl der Abstinenztage
zwischen den Proben so konstant wie mdglich
sein.

er Hatient/Proband sollte klare schriftliche
und miindliche Anweisungen im Hinblick auf
die Probengewinnung erhalten. Hierbei sollte
betont werden, dass die Samenprobe komplett
sein sollte und der Kandidat jeden Verlust be-
richten sollte.

fédgenden Informationen sollten
im Laborprotokoll festgehalten werden
(» Kap. 13 » Abschn. 13.1: Name des Mannes,
Geburtsdatum und persoénliche Kodierungs-
nummer, die Karenzzeit, das Datum und die
Zeit der Probengewinnung, die Vollstandigkeit
der Probe, eventuelle Schwierigkeiten beim
Gewinnen der Probe und das Zeitintervall
zwischen der Probengewinnung und dem
Beginn der Ejakulatanalyse.

2.2.2 6winnung des Ejakulates fiir
diagnostische und
Forschungszwecke

Piotee sollte durch Masturbation gewon-
nen werden und in ein sauberes, weithalsiges
Glas- oder Plastikgefafd ejakuliert werden, das
aus einem Material hergestellt wurde, dessen
Unschidlichkeit fiir Spermien nachgewiesen
wurde (» Kasten 2.1 ).

as Hpobengefif} sollte bei einer Temperatur
zwischen 20 und 37 °C gehalten werden, um
starke Temperaturschwankungen zu vermei-
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Kasten 2.1 Eignungspriifung des Gefa3es
fiir die Samenprobe

Mehrere Ejakulatproben mit einer hohen Sper-
mienkonzentration und guter Motilitét sollten
ausgewahlt werden. Die Halfte der Probe wird in
ein erwiesenermallen nichttoxisches Gefal3 einge-
bracht (Kontrolle) und die andere Halfte wird in das
Testgefal3 eingebracht. Dann wird die Spermien-
motilitat (» Abschn. 2.5) bei Zimmertemperatur
oder bei 37 °C in einstiindigen Intervallen Gber 4
Stunden gepruft. Wenn sich bei keinem Zeitpunkt
ein Unterschied zwischen Kontrolle und Testpro-
be ergibt (P >0,05 im gepaarten t-Test), kann das
Gefal als nichttoxisch flr Spermatozoen betrachtet
werden und erfillt die Voraussetzungen fiir die
Probengewinnung.

den, die die Spermien nach der Ejakulation
beeinflussen konnten. Das Gefdf$ muss mit
dem Namen des Patienten/Probanden und
einer Identifikationsnummer versehen werden
sowie mit dem Datum und dem Zeitpunkt der
Gewinnung.

as Hdobengefifd sollte wihrend der Liqui-
fizierung auf dem Labortisch oder in einem
Inkubator (37 °C) platziert werden.

uf d&m Auswertungsbogen sollte vermerkt
werden, wenn die Probe inkomplett ist, insbe-
sondere wenn die erste spermienreiche Frak-
tion verloren gegangen ist. Wenn die Probe
unvollstindig ist, sollte eine zweite Probe wie-
derum nach einer Abstinenzzeit von 2-7 Tagen
gewonnen werden.

2.5teril®robengewinnung im
Rahmen der assistierten
Reproduktion

Die Probe wird wie f iir diagnostis che Zwecke ge-
wonnen (> Abschn. 2.2.2,)aber das Probengefif,
die Pipettenspitzen und die Pipetten zum Mischen
miissen steril sein.
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2.2.4 Steril®robengewinnung fiir die
mikrobiologische Untersuchung

In dies em Fall m uss eine mikr obiologische K on-
tamination aus anderen Quellen als dem E jakulat
vermieden werden (z.B. symbiotische Organismen
auf der Haut). Das Probengefifi, die Pipettenspit-
zen und die Pipetten zum Mischen miissen steril
sein.
Zu diesem Zwecke sollte der Patient/Proband:
rinikren
ie Hinde und den Penis mit Seife waschen,
um das Risiko der Kontamination der Ejaku-
latprobe mit symbiotischen Organismen von
der Haut zu vermindern.
SBife abwaschen.
Hiiede und den Penis mit einem frischen
Einmalhandtuch trocknen.
n eiden sterilen Behilter ejakulieren.

Anmerkung

Die Z eit zwischen der P robengewinnung und dem Beg inn
der mikrobiologischen Untersuchung sollte nicht mehr als 3
Stunden betragen.

2.2.5vbengewinnung zu Hause

nterBesonderen Umstanden kann die Probe
ausnahmsweise zu Hause gewonnen werden,
wenn z.B. eine Unfihigkeit zur Masturbation
in der Klinik oder ein Mangel an passenden
Raumlichkeiten nahe dem Labor besteht.

er Hatient/Proband sollte klare schriftliche
und miindliche Instruktionen zur Gewinnung
und zum Transport der Ejakulatprobe er-
halten. Dabei sollte betont werden, dass die
Ejakulatprobe moglichst vollstindig sein sollte,
d.h., dass die gesamte Probe inklusive der
ersten spermienreichen Fraktion aufgefangen
wurde. Der Patient/Proband sollte jeden Ver-
lust einer Portion melden, und dies sollte in
dem Auswertebogen notiert werden.

er Hatient/Proband sollte ein Gefaf$ mit
bekanntem Gewicht erhalten, das mit dem
Namen und der Identifizierungsnummer ver-
sehen ist.

er Hatient/Proband sollte die Zeit der Pro-
bengewinnung festhalten und die Probe inner-
halb 1 Sunde im Labor abliefern.

ahrdhd des Transportes in das Labor sollte
die Probe zwischen 20 und 37°C gehalten
werden.

er [Iborbericht sollte vermerken, dass die
Probe zu Hause oder an einem anderen Ort
auflerhalb des Labors gewonnen wurde.

2.2.6 Pbengewinnung mittels
Kondom

ur ulNter auflergewohnlichen Umstdnden wie
bei nachgewiesener Unfihigkeit, ein Ejakulat
durch Masturbation zu gewinnen, sollte die
Probe mittels eines Kondoms wihrend des
Geschlechtsverkehrs gewonnen werden.

ur g¥eziell fiir die Samengewinnung her-
gestellte und nicht-toxische Kondome sollten
benutzt werden; solche Kondome sind kom-
merziell erhaltlich.

er Hatient/Proband sollte vom Hersteller kla-
re Instruktionen erhalten, wie dieses Kondom
benutzt, verschlossen und zum Labor gesandt
oder transportiert wird.

er Hatient/Proband sollte die Zeit der Eja-
kulatgewinnung registrieren und die Probe
innerhalb 1Stunde im Labor abliefern.

ahrdad des Transportes sollte die Probe
zwischen 20 und 37 °C gehalten werden.

er IIborbericht sollte vermerken, dass die
Probe mittels eines speziellen Kondoms wih-
rend des Geschlechtsverkehrs zu Hause oder
an einem anderen Ort auflerhalb des Labors
gewonnen wurde.

Anmerkung

Gebrauchliche Lat ex-Kondome diir fen nicht fir die Ejaku-
latgewinnung benutzt w erden, da sie mit der M otilitat der
Spermien interferierende Substanzen enthalten (Jones et al.
1986).

Kommentar

Coitus int erruptus ist keine geeig nete M ethode
zur Ejakulat gewinnung, da die erst e P ortion mit
der héchsten Spermienzahl v erloren gehen k ann.

Ferner k ann die P robe mit Z ellen und Bakt erien
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kontaminiert werden, und das niedrige pH der Va-
ginalsekrete kénnen die Spermienmotilitdt negativ
beeinflussen.

Kommentar

Wenn ein P atient/Proband keine Ejakulatpro-
be pr oduzieren k ann, k ann der P ostkoital-Test
(» Abschn.
Spermien liefern.

3.3.1gewisse Information Uber die

2.2.5ichex Probenhandhabung

Ejakulatproben k 6nnen g efihrliche K rankheits-
erreger en thalten (z.B. human imm unodeficiency
virus [HIV], Hepatitis-Viren oder Herpes-simplex-
Viren) und s ollte deshalb als b iologisches Risik o-
material gehandhabt werden. Wenn die Probe wei-
ter verwendet wird fiir Bioassays, fiir die in traute-
rine Insemination (IUI), die I n-vitro-Fertilisation
(IVF) oder die intrazytoplasmische Spermieninjek-
tion (ICSI) (» Abschn.5.1) oder wenn eine Fjakulat-
kultur angelegt werden soll (» Abschn. 2.2.4 )niis-
sen sterile Materialien und T echniken a ngewandt
werden. Sicherheitsrichtlinien wie im Kapitel 9
dargestellt, sollten strikt eingehalten werden. Gute
Laborpraxis (G ood L aboratory P ractice) ist eine
grundsitzliche V oraussetzung f iir S icherheit im
Labor (WHO 2004).

2.3 Erstenakroskopische
Untersuchung

Die Ejakulatanalyse sollte mit einer einfac hen In-
spektion kurz nach der L iquifizierung beginnen,
vorzugsweise nach 30 M inuten, aber nicht ld nger
als 1 Stunde nach der E jakulation, um D ehydrie-
rung oder Temperaturschwankungen, die die E ja-
kulatqualitit beeinflussen konnen, zu vermeiden.

2.3.Liquifizierung (Verfliissigung)

Das E jakulat bildett ypischerweise u nmittelbar
nach der Ejakulation in das Probengefif} eine halb-
fest koagulierte Masse. Innerhalb weniger Minuten
bei Raumtemperatur beginnt das Ejakulat zu liqui-

17 2

fizieren (diinnflissiger zu w erden) und b ildet in
dieser Zeit eine Flissigkeit mit unterschiedlich gro-
3en Klumpen. Mit Fortschreiten der Liquifizierung
wird das Ejakulat immer homogener und fliissiger,
und im Endstadium bleiben nur kleine Stellen mit
Koageln iibrig. Normalerweise liquifiziert das g e-
samte Ejakulat innerhalb von 15 Minuten bei Zim-
mertemperatur, g elegentlich nimm t der V organg
auch bis zu 60 M inuten oder mehr in An spruch.
Wenn eine k omplette L iquifizierung nic ht inner -
halb von 60 M inuten er folgt, muss dies v ermerkt
werden. Zu Hause oder mittels Kondom gewonne-
ne Ejakulatproben kommen normalerweise bereits
verfliissigt im Labor an.

Einenormale liquifizierte Ejakulatprobe k ann
geleeartige Kiigelchen en thalten, die nic ht liq uifi-
zieren; diese sind o ffenbar ohne klinische B edeu-
tung. Wenn jedoch Schleimfiden auftreten, kon-
nen diese mit der Ejakulatanalyse interferieren.

Anmerkung

DielLiquifizierung kann mak roskopisch wie oben beschrie -
ben und mik roskopisch festgestellt werden. | mmobilisierte
Spermien gewinnen wahr end der Liquifizerung die F dhig-
keit, sich zu bewegen. Wenn bei der mikroskopischen Unter-
suchung immobilisier te Spermien (auf grund mangelhaf ter
Liquifizierung) beobachtet werden, muss mehr Z eit fur die
komplette Verfliissigung angesetzt werden.

Anmerkung
Viihrend der Liquifizierung kann sanftes Schitteln dazu bei-
tragen, eine homogene Probe zu produzieren.

Anmerkung

Wenn die Ejakulatpr obe nicht innerhalb v on 30 Minuten li-
quifiziert, sollt en w eitere 30 M inuten abgewar tet w erden,
bevor mit der Analyse fortgefahren wird. Wenn die Liquifizie-
rung auch innerhalb von 60 Minuten nicht stattgefunden hat,
sollte wie im nachfolgenden Abschnitt fortgefahren werden.

eribgerte Liquifizierung

@legentlich liquifizieren P roben n icht, w as d ie
Untersuchung er schwert. In s olchen F éllen kann
eine zus dtzliche mec hanische o der enzyma tische
Behandlung notwendig sein.

1. Diquifizierung einiger Proben kann durch
die Zugabe eines gleichen Volumens eines
physiologischen Mediums (z.B. Dulbecco’s
Phosphatepuffer; » Kap. 11 Abschn. 11.2 pnit
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Kasten 2.2 Praparation von Bromelaine

10 IU/ml Bramelaine werden in Dulbecco’s phos-
phate buffered saline (» Kap. 11, Abschn.11.2)
angesetzt; es 16st sich nur schwer auf, aber unter
Mischen sollte sich der groBte Anteil in 15-20 M-
nuten aufgeldst haben. Vermische das Ejakulat 1+ 1
(1:2) mit der 10 IU/ml Bomelaine-L&sung, riihre mit
einer Pipettenspitze und inkubiere fiir 10 Minuten
bei 37 °C. Durchmische die Probe griindlich vor der
weiteren Analyse.

anschlieflendem wiederholten Pipettieren er-
reicht werden.

2.nhbmogenititen kénnen durch das wieder-
holte (6-10-mal) vorsichtige Aufziehen durch
eine stumpfe Nadel mit Kaliber 18 (innerer
Durchmesser 0,84 mm) oder Kaliber 19 (in-
nerer Durchmesser 0,69 mm) in eine Spritze
beseitigt werden.

3. Eimkubation mit Bromelaine, einem un-
spezifischen proteolytischen Enzym (EC
3.4.22.3), kann die Liquifizierung vorantrei-
ben (» Kasten2.2 ).

Kommentar

Diese Behandlungen kdnnen die Biochemie des Se-
minalplasmas, die Spermienmotilitdt und die Sper-
mienmorphologie beeinflussen und daher muss
ihre An wendung v ermerkt we rden. Die 1T +1(1:2)
Verdlinnung des Ejakulat es mit Bro melaine muss
bei der Ber echnung der Spermienkonz entration
berticksichtigt werden.

2.3.%nsistenz

Nch der Liquifizierung kann die K onsistenz (o ft
als »Viskositdt« bezeichnet) der Probe durch sanfte
Aspiration in eine weitlumige (etwa 1,5 mm Durch-
messer) Einmal-Plastikpipette beurteilt werden, in-
dem das Ejakulat durch Schwerkraft aus der Pipette
tropft und die F adenlidnge b eobachtet wir d. Eine
normale Probe tropft in kleinen einzelnen Tropfen
von der Pipette ab, wohingegen der Tropfen ab-

normer Konsistenz einen Faden von mehr als 2 cm
Lénge bildet.

Alternativ kann die K onsistenz durch Einfiih-
ren eines Glasst abes und d urch B eobachtung der
Fadenldnge beurteilt werden, die sich bei Heraus-
nehmen des Stabes bildet. Die Viskositit sollte als
abnormal eingestuft werden, wenn der Faden ldn-
ger als 2 cm wird.

Im Gegensatz zu einer nur teilweise liquifizier-
ten Probe zeigt ein viskdses Ejakulat eine homoge-
ne Klebrigkeit und s eine Konsistenz wird sich mit
der Zeit nicht andern. Eine ho he Viskositit kann
durch die p lastischen Eig enschaften der P robe
festgestellt werden, die f est zus ammenhalt, wenn
man v ersucht, sie zu p ipettieren. Z ur Verminde-
rung der Viskositit werden dieselben Methoden
angewandt wie bei der verzogerten Liquifizierung
(» Abschn. 2.3.1 xVerzogerte Liquifizierunge).

Anmerkung

Eine hohe Viskositat kann die Bestimmung der Spermienmo-
tilitat, der Spermienkonz entration, der M essung v on Sper-
mienantikérpern und der Bestimmung v on biochemischen
Markern beeinflussen.

2.3.34ssehen des Ejakulates

Fne normal liquifizierte E jakulatprobe ha t ein
homogenes, grau-opales Aussehen. Sie mag w eni-
ger opak erscheinen, wenn die S permienkonzent-
ration sehr niedrig ist; die F arbe kann auch davon
abweichen z.B. zu r ot-braun, w enn r ote B lutkor-
perchen anwesend sind o der zum G elben hin b ei
Gelbsucht oder der Einnahme bestimmter Vitami-
ne und Medikamente.

2.3.4 Ejakulevolumen

Das Volumen des Ejakulates setzt sich vorwiegend
aus Sekreten der Sa menblédschen und der P rostata
sowie einem kleinen Anteil aus den bulbourethra-
len Driisen und den Epididymides zusammen. Die
exakte Messung des Volumens ist fiir jede w eitere
Berechnung essentiell, da mittels des Volumens die
Gesamtzahl der S permien und a nderer Zellen im
Ejakulat berechnet werden.
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Das Volumen wird am b esten d urch W iegen
der Probe in dem Sammelgefifl bestimmt.
Piube wird in einem gewogenen, sauberen

Einmalbehilter gewonnen.

as Gfafl wird zusammen mit der Ejakulat-
probe gewogen.

as Gewicht des Gefifles wird abgezogen.

as Wlumen wird aus dem Gewicht der Probe
berechnet, wobei angenommen wird, dass die
Dichte des Ejakulates 1 g/mlbetragt (Auger et
al. 1995). Die Fjakulatdichte variiert zwischen
1,043 und 1,1@ g/ml (Huggins et al. 1942; Bra-
zil et al. 2004a; Cooper et al. 2007).

Anmerkung

Unbenutzte Ejakulat gefdBe kdnnen unt erschiedliche Ge -
wichte aufweisen, sodass jeder Container individuell vorge-
wogen werden muss. Das Gewicht k ann auf dem C ontainer
vermerkt werden, ehe er dem Patienten/Probanden liberge-
ben wird. Ein nicht entf ernbarer M arkierungsstift sollte auf
dem GefalB oder auf dem Etikett benutzt w erden. Falls ein
Etikett zur Eintragung des Gewicht es benitzt wird, sollte es
auf dem leeren Gefdl3 vor dem Wiegen angebracht werden.

Alternativ kann das Volumen direkt gemessen wer-
den.

Piobe wird direkt in einen weithalsigen
modifizierten, graduierten Glasmesszylinder
gewonnen. Diese konnen kommerziell erwor-
ben werden.

as lumen wird direkt von der Graduierung
abgelesen (0,1 ml Genauigkeit).

Anmerkung

Eine Bestimmung des Volumens durch Aspiration der Probe
aus dem Sammelgefaf in eine P ipette oder Spritze oder das
Dekantieren der Probe in einen Messzylinder wird nicht emp-
fohlen, weil so nicht die ganz e Probe erfasst werden kann
und das Volumen deshalb unt erschatzt wird. Der v erlorene
Volumenanteil kann zwischen 0,3 und 0,9 ml liegen (Brazil et
al. 2004a; lwamoto et al. 2006; Cooper et al. 2007).

Kommentar

Ein niedriges Ejakulatvolumen ist fiir die Obstruk-
tion des Duc tus ejaculatorius oder fiir das konge -
nitale beidseitige Fehlen des Vas deferens (CBAVD)
charakteristisch (de la Taille et al. 1998; Daudin et
al. 2000; v on Eck ardstein et al. 2000; Weiske et al.
2000). Bei dieser Erkrankung sind auch die Samen-
blaschen unterentwickelt.
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Kommentar

Ein niedriges Ejakulat volumen k ann auch das Er-
gebnis f ehlerhafter P robengewinnung ( Verlust
einer Ejakulatfraktion), einer partiellen retrograden
Ejakulation oder eines Androgenmangels sein.

Kommentar

Ein hohes Ejakulat volumen k ann A usdruck einer
starken Absonderung aus den akz essorischen Ge-
schlechtsdriisen im Falle einer Entziindung sein.

tdrer Referenzwert
Der untere Referenzwert fiir das E jakulatvolumen
betrdgt 1,5 ml (5. Z entile, 95% K onfidenzintervall
(CI) 1,4-1,7).

2.3.5pHNert des Ejakulates

Der pH-Wert des E jakulates entsteht aus den v er-
schiedenen pH-Werten der S ekrete der akzess ori-
schen G eschlechtsdriisen, v orzugsweise a us dem
alkalischen Sekret der Samenblasen und dem s au-
ren Sekret der P rostata. D er pH-Wert sollte nach
der L iquifizierung zu einem b  estimmten Z eit-
punkt, v orzugsweise n ach 30 M inuten, g emessen
werden, auf jeden Fall aber innerhalb 1 $unde nach
der Ejakulation, da er d urch einen Verlust an CO,
beeinflusst wird, der nach der Ejakulation eintritt.
Fiir no rmale P roben s ollte ein pH-P apier im
Bereich von 6,0-10,0 benutzt werden.
Piibe muss gut gemischt werden (> Kas-
ten23 ).
in TEopfen des Ejakulates wird gleichmifiig
auf das pH-Papier gestrichen.
solte so lange gewartet werden, bis der be-
strichene Bereich eine homogene Farbe zeigt
(< 30Sekunden).
Fhtibe wird mit der Kalibration zur Ab-
lesung des pH-Wertes verglichen.

Anmerkung
Die Genauigkeit des pH-Papiers sollte an Hand von bekann-
ten Standards Uberprift werden.

Im Falle von visk6sen Proben kann der pH-W ert
eines kleinen Aliquots der Probe mittels eines pH-
Meters gemessen werden, das speziell fiir die Mes-
sung visk oser Fliissigkeiten ein gerichtet ist (H au-
gen u. Grotmol 1998).
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Reénzwerte
Gegenwirtig gibt es mehrere Referenzwerte fiir den
pH-Wert des Ejakulates fertiler Ménner. Bis weitere
Daten vorliegen, b ehdlt das M anual den K onsen-
suswert von 72 als unteren Grenzwert bei.

Kommentar

Wenn der pH- Wert einer Ejakulatpro be mit niedri-
gem Volumen und niedriger Spermienzahl weniger
als 7,0 betrégt, kann es sich um einenVerschluss der
Ductus ejaculatorii oder das kongenitale bilaterale
Fehlen der Vasa differentia handeln (CBAVD) (de la
Taille et al. 1998; Daudin et al. 2000; von Eckardstein
etal.2000; Weiske etal .2000), K rankheiten, bei
denen die Samenblédschen ebenfalls unt
ckelt sind.

erentwi-

Kommentar

Der pH-Wert des Ejakulat es steigt mit der Z eit an,
da die nattrliche P ufferkapazitat abnimmt, so dass
hohe pH-Werte wenig nitzliche klinische Aussage-
kraft haben.

2.4 Erstenikroskopische
Untersuchung

Fiir alle Untersuchungen des frischen Ejakulatpra-
parates em pfiehlt sic h ein Phas enkontrastmikro-
skop (> Kap. 10zur Eirstellung des Mkroskops). Zur
ersten mikroskopischen Untersuchung einer Probe
gehort eine Ubersicht iiber das P riparat bei einer
Vergroflerung von x100 (dh. eine Kombination aus
einem x10-Objektiv und einem x10-Okular).
Diese Ubersicht gibt Hinweise auf:
ormBtion von Schleimfiden,
ggrdgation und Agglutination von Spermien,
as rhandensein von anderen Zellen als
Spermien, z.B. Epithelzellen, Rundzellen (Leu-
kozyten und immature Keimzellen) und iso-
lierte Spermienképfe oder -schwinze.

Das Préparat sollte dann b ei einer Vergroflerung
von x200 oder x400 untersucht werden (d.h. einer
Kombination a us einem x20 o  der x40-Ob jektiv
mit einem x10-Okular). Dies erlaubt:
ie Bdurteilung der Spermienmotilitét
(» Abschn. 2.5 Uind

Kasten 2.3 Griindliche Mischung des
Ejakulates

Vor der Entnahme eines Aliquots aus einer Eja-
kulatprobe sollte die Probe in dem Sammelgefald
gut durchmischt werden, aber nicht so intensiv,
dass Luftblasen entstehen. Dies kann durch etwa
10-malige Aspiration der Probe in eine weitlumige
(ungefahr 1,5 mm Diameter) Einmal-Plastikpipette
(steril, wenn erforderlich) erreicht werden. Ein
Vortex-Mixer sollte nicht bei hoher Geschwindig-
keit verwandt werden, da dies zu einer Schadigung
der Spermien fihrt.

Bdseimmung der erforderlichen Verdiin-
nung, um eine genaue Spermienzahl erfassen
zu konnen (» Abschn. 2.8 ).

2.4.1 Griindlichdischung und
reprasentative Probenentnahme

Dideschaffenheit des liquifizierten Ejakulates be-
reitet ein gewisses Problem fiir die Entnahme einer
reprasentativen P robe. Wenn die Probe nicht gut
durchmischt ist, ka nn die Anal yse von zwei ver-
schiedenen Aliquots deutliche Unterschiede in der
Spermienmotilitdt, V italitdt, K onzentration und
Morphologie zeigen. Um sicher zu s ein, reprasen-
tative Daten zu erhalten, sollte die Probe griindlich
durchmischt werden, b evor An teile zur U ntersu-
chung entnommen werden (» Kasten 23 )nd, be-
vor die Werte akzeptiert werden, s ollte e ine gute
Ubereinstimmung zwischen wiederholten Aliquots
bestehen. Ub ereinstimmung zwis chen wiederho -
ten B estimmungen der S permienzahl wird d urch
eine Poisson-Verteilung bestimmt (» Kasten 2.7und
2.10und @ Tab. 2.4und2.5) und fiir die prozentualen
Angaben durch eine binominale Verteilung (> Kas-
ten 2.5 und 2.6 sowie @ Tab. 2.1).

2.4drstellung eines
Feuchtprdparates

ute Durchmischung der Samenprobe (» Kas-
ten2.3 ).
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B Tab.2.1  Annehmbar&nterschiede zwischen
zwei Prozentsatzen fir einen bestimmten Durch-
schnittswert, bestimmt aus der wiederholten Zahlung
von 200 Spermien (insgesamt 400 Spermien aus-
gezahlt)

Durchschnitts- Annehmbarer Unterschied*

wert (%)

0 1
1 2
2 3
34 4
57 5
8-11 6
12-16 7
17-23 8
2-34 9
35-65 10
66-75 9
7-83 8
84-88 7
8992 6
93-95 5
96-97 4
8 3
9 2
a0 1

* Basierend auf dem gerundeten 95% Konfindenzin-
tervall

nmlittelbar nach dem Mischen Entnahme
eines Aliquots, bevor sich die Spermien in der
Suspension absetzen.

ischMd die Probe erneut vor der Entnahme
weiterer Aliquots.

Das V olumen der en tnommenen P robe und die
Dimension des D eckglases m tissen st andardisiert
sein, sodass die U ntersuchung an einem P réparat
mit fixierter T iefe v on un gefihr 20 pm ( » Kas-
ten 2.4) erfolgt, die es den S permien erlaubt, sich
frei zu bewegen:
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Skindardvolumen von etwa 10 pl der Eja-
kulatprobe wird auf einen sauberen Glasob-
jekttrager aufgebracht.

dpiBsopfen wird mit einem Deckglas von
z.B. 22x 22 mm fiir 10 ul abgedeckt, um eine
Kammer von etwa 20 pm Tiefe zu erreichen
(» Kasten 2.4). Das Gewicht des Deckglases
verteilt die Probe.

Biditung und der Einschluss von Luftblasen
zwischen dem Deckglas und dem Objekttrager
muss vermieden werden.

obal§l der Inhalt sich nicht mehr verschiebt,
sollte die frisch zubereitete nasse Probe unter-
sucht werden.

Anmerkung

Eine Kammertiefe von weniger als 20 um beeintrachtigt die
rotierenden Bew egungen der Spermien (L e Lannouetal .
1992; Kraemer et al. 1998).

Anmerkung
Wenn die Kammer zu tief ist, ist es schwierig, die Spermien zu
beurteilen, da sie in und aus dem Fokus wandern.

Anmerkung

Wenn die Anzahl der Spermien pr o Gesichtsf eld stark
schwankt, ist die P robe nicht homogen.| n solchen F éllen
sollte die Samenprobe erneut griindlich durchmischt werden
(» Kasten 2.3) und ein neuer Objekttréger sollte wie oben be-
schrieben prapariert werden.

Anmerkung

Inhomogenitat der Probe kann auch das Ergebnis abnorma-
ler Viskositat, abnormaler Liquifizierung (» Abschn. 2.3.voh
Spermienaggregationen ( » Abschn. 2.3.4odler von Sper-
mienagglutinationen (» Abschn. 2.4.4) sein.

2.4.5permienaggrgationen

I2s Aneinanderhaften immotiler Spermien mitei-
nander oder motiler Spermien mit Mukusstrangen,
von Zellen, die nicht Spermien sind, oder von De-
bris, wird als unspezifische Aggregation angesehen
(8 Abb. 2.2 )und sollte als solche registriert werden.

2.4.4Spermienagglutindonen

Ior Begriff A gglutination b ezieht sich sp ezifisch
auf motile Spermien, die aneinander haften, entwe-
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Kasten 2.4 Tiefe der nassen Praparation

BrTiefe des Praparates (D, um)
wird durch die Teilung des Volu-
mens der Probe (V, ul = mm?3)durch
die Fliche des Priparates (A, mm?)
geteilt: D= V/A. Auf diese Weise
resultiert aus einem Volumen von
10 pl Ejakulat, das auf einen saube-
ren Objekttrager aufgebracht und

mit einem 22x 22 mm Deckglas
(Flache von 484 mm?)bedeckt wird,
eine Kammer mit 20,7 um Tiefe;

eine Probe mit 6,5 ul unter einem
18x18 mm Deckglas (Flache von 324
mm?) resultiert in einer Tiefe von
20,1 um; eine Robe von 11 pl, die mit
einem 21x26 mm Deckglas bedeckt

wird (Flache von 546 mm? )resultiert
in einer Tiefe von 20,1 um. Gelegent-
lich wird eine tiefere Kammer beno-
tigt: Eine 40-pl-Probe, die mit einem
24 x50 mm Deckglas bedeckt wird
(Flache von 1200 mn) resultiert in
einer Tiefe von 33,3 um.

D Abb.2.2a-d

der Kopf an Kopf oder Schwanz an Schwanz oder
in gemischter Form. Die B eweglichkeit der S per-
mien ist o ft sehr kréftig mit wilder S chiittelbewe-
gung, aber manchmal s chrankt die A gglutination
die Beweglichkeit der Spermien auch ein. Alle mo-
tilen Spermien, die entweder mit den Képfen oder
Schwinzen oder Mittelstiicken aneinander haften,
sollten registriert werden.

Die hauptsichlichen Typen von A gglutinatio-
nen (Grad 1-4) und die Iokalisation der Anheftung
(Grade A-E, @ Abb. 2.3) sollten festgehalten werden
(Rose et al. 1976).

Gradl isoliet <10 Spermien proAgglutina-
tion, viele nicht agglutinierte
Spermien

Grad2 maBig 10-56permien pro Agglutina-
tion, einige nicht agglutinierte
Spermien

GradB viele mehals 50 Spermatozoen
sind agglutiniert, einige sind
noch frei beweglich

@ad 4 asge- alle Spermien sind agglutiniert

pragt und die Agglutinate sind mit-

einander verbunden

Nhtspezifische Aggregation von Spermien im Ejakulat a Epitheliale Zellen, b Debris. ¢, d Spermatozoen
(Mikroskopische Aufnahmen wurden freundlicherweise von C. Brazil zur Verfiigung gestellt.)

Anmerkung

Motile Spermien oder immotile Spermien, die aneinander
haften (Aggregation), sollten nicht als A gglutination einge-
stuft werden.

Kommentar

Die Anwesenheit von Agglutinationen ist nicht aus-
reichend, um die Diag nose immunologische Infer-
tilitdt zu stellen, aber ldsst das Vorhandensein von
Spermienantikérpern v ermuten, so dassw  eitere
Abklarung erforderlich ist (» Abschn. 2.20).

Kommentar
Ausgeprdgte Agglutinationen kdénnen die Beurtei-
lung der Spermienmotilitdt und der Konz entration
beeinflussen.

2.4.5&luldre Elemente auBler
Spermien

Das Ejakulat enthdlt auch andere Zellen als Sper-
mien, einige von ihnen sind v on klinischer Rele-
vanz. D azu gehoren Epithelzellen d es Urogenital-
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2.4 . Erste mikroskopische Untersuchung

Grad der Agglutination

Tetile ks 1. Isoliert 2. MaBig 3. Viele 4. Ausgepragt
Spermiums (<10 Spermien/ (10-50 Spermien/ (mehr als 50 (alle Spermien
Agglutinat, viele Agglutinat, Spermien, nur agglutiniert und
freie Spermien) einige freie wenige Spermien miteinander
Spermien) noch frei) verbunden)

d
A. Kopf-zu-Kopf 3 N NS

B. Schwanz-zu-
Schwanz (Die
Kopfe sind frei
und kénnen sich
bewegen)

C. Schwanzspitze-an-
Schwanzspitze

D. Gemischt
(Kopf-zu-Kopf und
Schwanz-zu-
Schwanz-
Agglutinationen)

E. Verstrickt

(Kopfe und Schwénze
sind miteinander
verwoben. Die Kopfe
sind nicht frei
beweglich wie

in den Schwanz-
zu-Schwanz-
Agglutinationen)

B Abb.2.3 Schematische Darstellung der unterschiedlichen Formen der Spermienagglutination (Reproduziert von Rose et
al. (1976) mit Genehmigung von Wiley-Blackwell)

traktes s owie L eukozyten und imma ture K eim-  len konnen mittels Peroxidasefarbung oder mit Hil-
zellen. Die beiden letzteren werden gemeinsam als  fe des Antigens CD45 (» Abschn.2.3 genauer iden-
»Rundzellen« bezeichnet (Johanisson et al. 2000). tifiziert und q uantifiziert werden (» Abschn. 2.18 ).
In einem gefirbten Ausstrich konnen sie bei x1000  Ihre Konzentration kann wie die der Spermien aus
Vergroflerung identifiziert werden (» Abschn. 2.12 , einer nassen Priparation bestimmt werden oder an
Farbtafeln 13 und # und » Abschn.2.9 Diese Zel-  dem Verhéltnis dieser Zellen zur Anzahl der Sper-
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mien in einem g efarbten Ausstrich oder zur Sper-
mienkonzentration (» Abschn.2.12.1).

2.5 Spermienmotilitt

Die progressive Spermienmotilitit (» Abschn.2.5.1 )
korreliert mit den S chwangerschaftsraten (Jouan-
net et al. 1988; Larsen et al. 2000; Zinaman et al.
2000). M ethoden zur computerassistierten Analy-
se (CASA) zur Bestimmung der Spermienmotilitdt
werden in » Abschn. 3.5.2beschrieben.

Die S permienmotilitit solltes o s chnell wie
moglich nac h der L iquifizierung der P robeb e-
stimmt werden, vorzugsweise nach 30 Minuten,
aber spétestens 1 Stunde nach der Ejakulation, um
den nega tiven Einfluss einer D ehydrierung, des
pH-Wertes oder von Verdanderungen der Tempera-
tur auf die Motilitat zu begrenzen.

rin@liches Mischen der Ejakulatprobe
(» Kasten23 ).

nmlftelbar nach dem Mischen Abpipettieren
eines Aliquots, um keine Zeit zur Sedimen-
tierung der Spermien aus der Suspension zu
erlauben.

nette Durchmischung der Ejakulatprobe,

bevor ein zweites Aliquot zur Doppelbestim-
mung entnommen wird.

tir jdde Bestimmung wird eine nasse
Priparation mit 20 pm Tiefe vorbereitet
(» Abschn.2.4.2 ).

bwakten, bis die Probe keinen Drift mehr
aufweist (innerhalb von 60 Sekunden)

ntetsuchung des Priparates mit Phasen-
kontrastoptik bei einer X200 oder x400 Ver-
groflerung.

ro [Boppelwert werden etwa 200 Spermien
zur Bestimmung der Grade der Spermienmo-
tilitdt untersucht.

ergl¥ich der Doppelbestimmungen, um fest-
zustellen, ob sie gut

erdibstimmen. Wenn dies der Fall ist, fort-

fahren mit den Berechnungen; wenn dies
jedoch nicht der Fall ist, muss eine neue Dop-
pelbestimmung angesetzt werden.

Anmerkung
Die Untersuchung kann bei Raumtemperatur oder auf einem
geheizten M ikroskoptisch bei 37 °C durc hgefiihrt we rden,

sollte aber in jedem Labor standar disiert durchgefiihrt wer-
den. Wenn die Sper mienmotilitat bei 37 °C bestimm t wird,
sollten die Proben auch bei dieser Temperatur und mit v or-
gewarmten Objekttragern und Deckgldsern v orgenommen
werden.

Anmerkung

Um das Gesichtsf eld zu beg renzen, wir d die Verwendung
eines Okulars mit Gitter empfohlen (B8 Abb 2.4 aDies erlaubt
die Beurteilung desselben Abschnittes auf dem Objekttrager
wahrend beider Phasen der Beur teilung. Zunéchst sollte die
progressive Motilitat bestimmt werden, dann die nichtpro-
gressive und schlieBlich die immotilitat (» Abschn. 2.5.Eine
Begrenzung des untersuchten Feldes und damit der Anzahl

der Spermien garantiert, dass mehrere Felder des Praparates
im Hinblick auf die Spermienmotilitat untersucht werden.

2.5Klassifizierung der
Spermienmotilitat

Ein einfaches System zur Klassifizierung der Sper-
mienmotilitit wir d em pfohlen, w obei S permien
mit p rogressiver o der nic htprogressiver M otilitét
von immmotilen Spermien unterschieden werden.
Die Motilitat jedes Spermiums wird wie folgt klas-
sifiziert:
rogiessive Motilitit (PR): Spermien, die sich
aktiv vorwirts bewegen, entweder linear oder
im grofien Bogen, ohne Berticksichtigung der
Geschwindigkeit.
ichfiNrogressive Motilitdt (NP): alle anderen
Muster der Spermienmotilitit ohne Progres-
sion, z.B. Schwimmen in kleinen Kreisen,
Schwanzbewegungen, die den Kopf nicht fort-
bewegen, oder wenn nur Schwanzbeweglich-
keit beobachtet werden kann.
mmatilitdt (IM): keine Beweglichkeit.

Kommentar

In der vorigen Auflage dieses Manuals wurde emp-
fohlen, dass progressiv-motile Spermien in schnell
oder langsam eingeteilt werden sollten, wobei eine
Geschwindigkeit >25um/s bei 37 °C als »Grad a« de-
finiert wurde. Es ist jedoch schwierig flir den Beob-
achter, die Vorwartsbeweglichkeit auf diese Art und
Weise vorurteilsfrei exakt zu bestimmen (Cooper u.
Yeung 2006).
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A
>5 mm
O Y O O
—_—
C O
-
O O O

B Abb.2.4a,b  Hfen zur Bestimmung der Spermienmotilitat. a Ein Zéhlokular erleichtert die Zdhlung motiler und immoti-
ler Spermien. b Systematische Wahl der Felder zur Bestimmung der Spermienmotilitdt stets mindestens 5 mm vom Rand des

Deckglases entfernt

Kommentar

Wenn von Spermienmotilitdt gespro chen wird, ist
es wichtig, die Gesamtmotilitat (PR + NP) oder die
progressive Motilitdt (PR) anzugeben.

2.5.2¥rbereitung der Probe und
Beurteilung der Motilitat

ennWie Motilitdt bei 3 °C beurteilt werden
soll, sollte die Heizung des Mikroskoptisches
10 Minuten vorher eingeschaltet werden, da-
mit sich die Temperatur stabilisieren kann.

ereile eine nasse Priparation mit 20 um Tiefe
vor (» Abschn.2.4.2 ).

ntefduche das Praparat mit Phasenkontrast-
optik bei x200 oder x400facher Vergrofle-
rung.

art8\mit der Untersuchung, bis die Probe
aufgehort hat zu driften.

as Untersuchte Gebiet sollte mindestens
5 mm von der Kante des Deckglases entfernt
sein (B Abb. 2.4b), um durch Eintrocknung
bedingte Einfliisse auf die Motilitét zu ver-
hindern.

as Hpdparat sollte systematisch durchsucht
werden, um eine wiederholte Beobachtung
desselben Feldes zu vermeiden. Die Felder

sollten oft gewechselt werden. Es sollte vermie-
den werden, Felder nach der Anzahl der moti-
len Spermien auszuwihlen (die Wahl sollte per
Zufall erfolgen).

Buerteilung sollte in einem zufilligen
Augenblick beginnen. Es sollte nicht darauf
gewartet werden, bis ein Spermium in das Ge-
sichtsfeld oder das Gitter hineinschwimmt.

estiBime die Motilitdt aller Spermien inner-
halb eines bestimmten Gebietes des Feldes.
Das kann am leichtesten unter Benutzung
eines Okulars mit Gitter erfolgen (8 Abb. 2.4a).
Richte die Grofle des ausgewihlten Feldes oder
Gitters, das beurteilt werden soll, nach der
Spermienkonzentration aus, d.h. beurteile nur
die oberste Reihe des Gitters, wenn die Sper-
mienkonzentration hoch ist; beurteile aber das
gesamte Gitter, wenn die Spermienkonzentra-
tion niedrig ist.

chmnstere und zéihle das Préparat schnell,
um eine Uberbewertung der motilen Spemien
zu vermeiden. Das Ziel sollte es sein, alle mo-
tilen Spermien in einem Abschnitt des Gitters
auf einmal zu zdhlen; vermeide das Zihlen von
den Spermien, die anfangs da sind plus denen,
die wahrend des Auszahlens in das Gitter
hineinschwimmen, wodurch das Ergebnis zu
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Kasten 2.5 Fehlerquellen bei der
Bestimmung der prozentualen
Verteilungen

Die Korrektheit der gemessenen Prozente

hangt nicht nur von der Zahl (N) der gezéhlten
Spermien ab, sondern auch von dem wahren, aber
unbekannten Prozentanteil (p) ab (binominale
Verteilung). Der ungefdhre Standardfehler (SE)
betragt fiir Prozentanteile zwischen 20 und 80
V((p (1009 ))N). AuBerhalb dieses Bereiches ist die
anguldre Transformation eine bessere Methode
(arc sin Quadratwurzel), z= sin"'y/p/100) mit einer
Standardabweichung von 1/(2\WW ).Dieser Wert
hangt nur von der Zahl der gezéhlten Spermien
und nicht von dem wahren Prozentsatz ab.

Gunsten der motilen Spermien verschoben
wiirde.

u B&inn sollte der Gitterabschnitt nach PR-
Spermien abgesucht werden (» Abschn.2.5.1 ).
Dann sollten die NP-Spermien und schlieSlich
die IM-Spermien in demselben Gitterabschnitt
gezihlt werden. Mit der notwendigen Er-
fahrung konnen alle drei Kategorien an Sper-
mienbeweglichkeit gleichzeitig erfasst werden
und ein grofSeres Gebiet des Gitters kann
untersucht werden.

Abieahl der Spermien in jeder Motilitéts-
klasse sollte mittels eines Laborcounters fest-
gehalten werden.

soBten mindestens 200 Spermien in einer
Gesamtzahl von mindestens fiinf Feldern in
jeder Doppelbestimmung untersucht werden,
um einen maglichst niedrigen Zahlfehler zu
erhalten (» Kasten2.5 ).

eredhne den durchschnittlichen Prozentsatz
und den Unterschied zwischen den beiden
Prozentsitzen fiir den hidufigsten Motilitéts-
grad (PR, NP oder IM) in den Doppelbestim-
mungen.

estifime aus B Tab. 2.10der B Abb. 14.2 gb
der Unterschied akzeptabel ist (Tabelle und
Abbildung zeigen den grofiten Unterschied
zwischen zwei Prozentsitzen, der aufgrund
des Zahlfehlers alleine in 95% der Proben zu
erwarten ist). Wenn der Unterschied zwischen
den Prozentsitzen akzeptabel ist, trage den

mittleren Prozentsatz fiir jeden Motilitdtsgrad
(PR, NP und IM) ein. Wenn der Unterschied
zu hoch ist, benutze zwei neue Aliquots der
Ejakulatprobe, fertige zwei neue Priparate
an und wiederhole den Messvorgang (> Kas-
ten2.6 ).

er Mhittelwert der Prozentsitze jedes Motili-
tatsgrades sollte mit der nichsten auf- oder
abgerundeten ganzen Zahl registriert werden.

Anmerkung

Nur intakt e Spermien sollt en beur teilt w erden (charakt eri-
siert durch einen Kopf und einen S chwanz, » Abschn.
da nur intakt e Spermien in die Ber echnung der Spermien-
konzentration eingehen. Bew egliche P inhead-Formen soll-
ten nicht mitgezdhlt werden.

Anmerkung

Wenn die Spermien in z wei Durchgéngen beurteilt werden
(d.h. PR zuerst, und danach NP und IM aus demselben Ge -
biet) und 200Spermien akkumuliert werden, bevor alle Moti-
litétskategorien in diesem Gebiet ausgewertet sind, muss das
Zéhlen Uber 200 Spermien hinausgehen, bis alle K ategorien
beurteilt wurden, damit keine Uberbewertung der zuerst be-
urteilten stattfindet.

Anmerkung

Haufig wir d die Spermienmotilitat Gberschatzt, diesk ann
aber durch Anderung der Reihenf olge der Analy se (NP und
IM zuerst) vermieden werden, wenn ein Zahlokular v erwen-
det wird und man bewusst, so weit es eben geht, mogliche

Fehlerquellen vermeidet (» Abschn.7.13.3).

Anmerkung

In selt enen F dllen und speziell bei inhomogenen P roben
kann selbst ein dritter Satz von Doppelwerten unakzeptabel
hohe Unterschiede aufw eisen. I n einem solchen F all sollte
der M ittelwert aus allen Doppelbestimmungen ber echnet
und dies im Laborbericht vermerkt werden.

Ameitsbeispiele

Beispiel 1: D ie D oppelbestimmungen d er S per-
mienmotilitit basier end auf 200 S permien b etra-
gen: progressiv 30% und 5 0%; nic htprogressiv 5%
und 15%;immotil 65% und 35%. Die haufigste Kate-
gorie sind immo tile S permien, die im M ittelwert
bei 50% lieg en und einen U nterschied v on 30%
haben. Aus @ Tab. 2.1kann en tnommen w erden,
dass bei einem Mittelwert von 50% ein Unterschied
von bis zu 10% allein zufillig en tstehen kann. Da

273 ),
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Kasten 2.6 Vergleich der doppelt gemessenen Prozentsatze

rBzente sollten zu der néchsten

ganzen Zahl gerundet werden. Kon-
ventionell wird 0,5% zur néchsten
geraden Zahl gerundet z.B. 32,5%
wird auf 32% abgerundet und 3,5%
wird zu 4% aufgerundet. Beachte,
dass gerundete Prozente in der
Summe nicht 100% egeben mogen.

Wenn der Unterschied zwi-
schen wiederholt gemessenen
Prozentsatzen weniger oder gleich
dem in @ Tb. 2.1 fir einen be-
stimmten Mittelwert betrégt, wird
die Messung akzeptiert und der
Mittelwert als Ergebnis angenom-
men.

Wenn der Unterschied tiber
den akzeptablen Wert hinausgeht,
legt das die Vermutung nahe, dass
entweder ein Zahlfehler oder ein

Pipettierfehler aufgetreten ist oder
dass die Probe nicht gut gemischt
war, sodass eine nichtzuféllige
Verteilung in der Kammer oder auf
dem Objekttrager erfolgte.

Wenn der Unterschied zwi-
schen den Prozentsatzen groBer als
akzeptabel ist, werden die ersten
beiden Werte verworfen und er-
neut bestimmt. (Es sollte keine
dritte Zdhlung mit Bestimmung des
Mittelwertes aus den drei Werten
erfolgen, und es sollte auch nicht
der Mittelwert aus den beiden
nachstliegenden Werten genom-
men werden.)

Zur Bestimmung der Sper-
mienmotilitdt, der Vitalitat durch
Eosinfarbung und fur den hypo-
osmotischen Schwelltest (HOS)
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sollten frische Praparate aus neuen
Aliquots des Ejakulates hergestellt
werden. Zur Bestimmung der Vitali-
tat aus Eosin-Nigrosin-gefarbten
Ausstrichen und der Spermienmor-
phologie sollten die Praparate in
Doppelwerten untersucht werden.

Mit diesen auf 95% Kon-
fidenzintervall basierenden
Grenzwerten sollten etwa 5% der
wiederholten Messungen aul3er-
halb der zufalligen Grenzen liegen
(» Kap. 14, » Abschn. 14.3). Exakte
binominale Konfidenzintervalle
kdnnen jetzt mittels Computer
erstellt werden und solche werden
auch in diesem Manual fiir die Gra-
fiken und Tabellen zur Bestimmung
der Ubereinstimmung von wieder-
holten Messungen benutzt.

der tatsachlich beobachtete Unterschied diese Zahl
tibersteigt, wird das Ergebnis verworfen, zwei neue
Priparate w erden a ngefertigt und die S permien-
motilitdt wird erneut gemessen.

Beispiel 2: Die in Doppelwerten von 200 Sper-
mien gemessene Motilitdt b etragt: progressiv 37%
und 28%; nichtprogressiv 3% und 6%; immatil 60%
und 66%. Die hé ufigste Kategorie ist die immo tile
mit einem M ittelwert von 6 3% und einem U nter-
schied von 6%. A us B Tab. 2.1kann en tnommen
werden, dass b ei einem M ittelwert von 6 3% ein
Unterschied von bis zu 10% als rein zufillig ange-
nommen werden kann. Da der g emessene Unter-
schied kleiner ist, kann das Resultat angenommen
werden und die Mittelwerte werden eingetragen:
PR 32%, NP 4%, IM 63%.

2.5.4 Utere Referenzgrenze

Die untere Referenzgrenze fiir die Gesamtmotilitat

(PR + NP) betragt 40% (5. Zentile, 95% CI 38-42).
Die untere Referenzgrenze fiir progressive Mo-

tilitat (PR) betrédgt 32% (5. Zentile, 95% CI 31-3).

Kommentar

Die Gesamtzahl der pr ogressiv-motilen Spermien
in einem Ejakulat hat biologische Signifikanz. Diese
Zahl wird durch Multiplikation der Gesamtzahl der
2.8.7mjt
dem Prozentsatz der pr ogressiv-motilen Spermien

Spermien in einem Ejakulat ( » Abschn.

errechnet.

2.6 Spermienitalitit

Die B estimmung der S permienvitalitit d urch die
Beurteilung der Z ellmembranintaktheit s ollte im
Rahmen der Routinediagnostik durchgefiihrt wer-
den und ist besonders wichtig bei Proben mit weni-
ger als 40% vorwirts beweglichen Spermien. Dieser
Test kann zur Uberpriifung der Motililtitsevaluati-
on dienen, da die Anzahl der toten Zellen nicht die
Anzahl der immotilen Spermien iibersteigen sollte
(innerhalb des Stichprobenfehlers). Im Normalfall
gibt es mehr vitale Zellen als bewegliche Zellen.
Die A nzahl v italer S permien w ird d urch d ie
Identifikation v on Z ellen mi t in takter Z ellmem-
bran bestimmt. Hierzu kann entweder der Farb-
ausschluss o der der h ypoosmotische S chwelltest
verwendet w erden. Die F  arbausschlussmethode
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basiert auf der Tatsache, dass tote Spermien mit ge-
schadigter Plasma membran b estimmte F arbstoffe
aufnehmen. Bei dem hypoosmotischen Schwelltest
kommt es nur bei vitalen Zellen mit einer intakten
Membran zum Anschwellen der Zellen in hypoto-
ner Losung. Beispiele fiir jeden Test werden im Ver-
lauf beschrieben.

Mit der Bestimmung der Spermienvitalitit soll-
te direkt nach Verfliissigung der Sa menprobe b e-
gonnen werden, moglichst nach 30 Minuten und
nicht spdter als 60 M inuten, um s o negative Ein-
fliisse auf die Vitalitit wie Dehydrierung und Tem-
peraturschwankungen zu verhindern.

Kommentar

Esist v on k linischer Relevanz, ob immotile Sper-
mien vital oder t ot sind. Die Vitalitat sollte zusam-
men mit der M otilitat aus demselben Ant eil der
Samenprobe bestimmt werden.

Kommentar

Ein hoher Ant eil vitaler, jedoch immotiler Z ellen
kann ein | ndikator fir strukture lle Defekte im F la-
gellum sein (Chemes u. Rawe 2003).Eine grof3e An-
zahl immotiler und toter Zellen (Nekrozoospermie)
kann auf eine P athologie im Nebenhoden hin wei-
sen (Wilton et al. 1988; Correa-Perez et al. 2004).

2.6.1 Malitdtstest mittels
Eosin-Nigrosin

Bei dieser Farbetechnik wird Nigrosin benutzt, um
den Kontrast zwischen dem Hintergrund und den
Spermienkdpfen zu erhdhen und so die Zahlung zu
erleichtern. Zusitzlich konnen so die Objekttriger
fiir eine spé tere Re-Evaluation und Quali tétskon-
trolle gelagert werden (Bjorndahl et al. 2003).

ulereitung der Reagenzien

1. Eodn0,67 g Eosin Y (Farbindex 45380) und
0,9 g Natriumchlorid (NaCl) werden in 100 ml
Aqua dest. unter langsamer Erwdrmung auf-
gelost.

2. Eosinighbsin: 10 g Nigrosin (Farbindex
50420) zu der Eosin Y-Losung hinzufiigen.

3.usPension kochen, anschlieflend auf Raum-
temperatur abkiihlen lassen.

4. DhiFilterpapier filtern (z.B. 90 g/m? ),um
grobkornige und gallertartige Prézipitate zu
entfernen; danach Lagerung in einer versiegel-
ten dunklen Glasflasche.

Rbfiihrung

1. nSenprobe gut mischen (> Kasten2.3 )

2.0 {# Ejakulat entnehmen und mit derselben
Menge Eosin-Nigrosin-Suspension mischen,
z.B. in einem Zentrifugenréhrchen oder im
Reagenzglas, anschliefSend 30 Sekunden war-
ten.

3. nSenprobe erneut mischen, 50 ul Ejakulat fiir
die Doppelbestimmung entnehmen und wie in
Schritt 2 fortfahren.

4. urlede Suspension wird ein Ausstrich-
praparat auf einem Objekttrager angefertigt
(» Abschn. 2.13.2 ynd luftgetrocknet.

5. ewBteilung unmittelbar nach Lufttrocknung
oder spiter, nach Eindeckung mit einem per-
manenten nichtwasserhaltigen Medium.

6. eudteilung der Objekttrager mit Ol-Immer-
sion mittels Hellfeld-Einstellung bei 1000fa-
cher Vergrofierung.

7. eA3hlt werden gefdrbte (tote) und ungefirbte
(vitale) Zellen mit Hilfe eines Laborcounters.
8. 2§Permien pro Doppelbestimmung miissen
beurteilt werden, um einen akzeptablen Stich-

probenfehler zu erhalten (» Kasten 2.5 ).

9. Ddhschnitt und Differenz der Anzahl vitaler
Zellen der Doppelbestimmungen errechnen.

10. séhlieflend wird mit @ Tab. 2.1oder
@ Abb. 14.2festgestellt, ob die Differenz ak-
zeptabel ist. (Es wird jeweils die maximal er-
laubte Differenz zwischen zwei Prozentzahlen
dargestellt, die erwartungsgemaf3 bei 95% der
Proben allein wegen des Stichprobenfehlers
auftritt.)

11.eM die Differenz zwischen den Prozentzah-
len akzeptabel ist, wird der Durchschnittswert
der vitalen Spermien dokumentiert. Wenn die
Differenz zu grof3 ist, miissen neue Doppelbe-
stimmungen aus der Samenprobe entnommen
werden und die Schritte 1-11 wiederhdt wer-
den (» Kasten 2.6 ).



2.6 - Spermienvitalitat

B Abb.2.5  Eosin-Njrosin-Ausstrich unter dem Hellfeld-
Mikroskop. Spermien mit roten (D1) oder tiefresafarbenen

Kopfen gelten als tot (Membrandefekt), wohingegen Sper-
mien mit weillen Képfen oder hellrosafarbenen Kopfen als
vital eingestuft werden (Membran intakt) (Mikroskopische
Aufnahme mit freundlicher Genehmigung von TG Cooper)

12 edDurchschnittswert der vitalen Spermien
sollte auf die nichste ganze Zahl auf- oder ab-
gerundet werden.

usWertung
. 1 adNigrosin liefert einen dunklen Hinter-
grund, der das Erkennen von nur schwach
angefirbten Spermien erleichtert.

2.n der Hellfeld-Einstellung haben vitale Sper-
mien weifle Kopfe und tote Spermien rote oder
tiefrosafarbene Kopfe (8 Abb. 2.5).Spermien
mit einem hellrosafarbenen Kopf sind als vital
zZu werten.

3. ef¥ nur ein Teil der Nackenregion des
Spermiums angefirbt ist, der Rest des Kopfes
aber ungefirbt ist, spricht man von einer »un-
dichten Nackenmembran« (»leaky neck mem-
brane«). Dies ist kein Zeichen von Zelltod und
kompletter Membrandesintegration. Diese
Zellen werden als vital eingestuft.

tdner Referenzwert
Der un tere Ref erenzwert f ir die V italitdt (mem-
branintakte Spermien) liegt b ei 58% (5. Perzentile,
95%-Konfidenzintervall 55-63).
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Kommentar

Die Gesamtzahl der membranintakten Spermien im
Ejakulat ist von biologischer Bedeutung. Den Wert
erhalt man durch Multiplikation der Gesamtzahl al-
ler Spermien im Ejakulat ( » Abschn. 2.8.7mit der
Prozentzahl der membranintakten Zellen.

2.6.Afalitatstest mittels Eosin allein

Die Methode ist einfach und kostet nicht viel Zeit,
allerdings konnen Nativpraparate nicht fiir spatere
Qualititskontrollzwecke gelagert werden.

ulereitung der Reagenzien
. 1 a®0,9% (w/v): 0,9 g NaCl wird in 100 ml
Aqua dest. aufgel6st.
2. Eodi0,5% (w/v): 0,5 g Eosin Y (Farbindex
45380) wird in 100 ml NaCl 0,9% aufgelost.

Anmerkung

Einige gew erblich erhéltliche Eosin-L 6sungen sind h ypoto-
ne wassrige L 6sungen, die die Spermien str essen und so -
mit falsch positive Ergebnisse liefern (Bjorndahl et al . 2004).
Wenn eine solche zur An wendung kommt, sollte 0,9 g NaCl
zu 100 ml der Lésung hinzugegeben werden, um die Osmo -
lalitat zu erhchen.

dhéiithrung

1. nSenprobe gut mischen (> Kasten2.3 )

25 ul Ejakulat entnehmen und mit 5 pl Eosin-
Losung auf einem Objekttriger zusammen-
bringen. Zum Mischen auf dem Objekttriger
eine Pipettenspitze verwenden.

3. itMdinem 22x 22 mm groflen Deckglas abde-
cken und fiir 30 Sekunden ruhen lassen.

4. nSenprobe erneut mischen, 5 pl Ejakulat fiir
die Doppelbestimmung entnehmen, mit Eosin
mischen und wie in Schritt 2-3 fortfahren.

5. IDbjekttrager werden bei 200- oder 400fa-
cher Vergrolerung beurteilt, vorzugsweise in
der Negativ-Kontrast-Einstellung (in der Posi-
tiv-Kontrast-Einstellung sind hellrosafarbene
Spermienkopfe schwer zu erkennen).

6. eA3hlt werden gefirbte (tote) und ungefirbte
(vitale) Zellen mit Hilfe eines Laborcounters.
7.  28Permien pro Doppelbestimmung miissen
beurteilt werden, um einen akzeptablen Zihl-

fehler zu erhalten (» Kasten 2.5 ).
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8. Iohschnitt und Differenz der Anzahl vitaler
Zellen der Doppelbestimmungen errechnen.

9. skhlieflend wird mit B Tab. 2.10der

@ Abb. 14.2festgestellt, ob die Differenz ak-
zeptabel ist. (Es wird jeweils die maximal er-
laubte Differenz zwischen zwei Prozentzahlen
dargestellt, die erwartungsgemaf} bei 95% der
Proben allein wegen des Stichprobenfehlers
auftritt.)

10.eMM die Differenz zwischen den Prozentzah-
len akzeptabel ist, wird der Durchschnittswert
der vitalen Spermien dokumentiert. Wenn die
Differenz zu grof§ ist, miissen neue Doppel-
bestimmungen aus dem Ejakulat entnommen
werden und die Schritte 1-11 wiederhdt wer-
den (» Kasten 2.6 ).

11.edDurchschnittswert der vitalen Spermien
sollte auf die ndchste ganze Zahl auf- oder ab-
gerundet werden.

usivertung

1. itdle Spermien haben weifle oder hellrosafar-
bene Kopfe und tote Spermien haben rote oder
tiefrosafarbene Kopfe.

2. el nur ein Teil der Nackenregion des Sper-
miums angefarbt ist, der Rest des Kopfes aber
ungefirbt ist, spricht man von einer undichten
Membran. Dies ist kein Zeichen von Zelltod
und kompletter Membrandesintegration. Diese
Zellen werden als vital eingestuft.

. 3 e es schwierig ist, die hellrosafarbenen
Kopfe zu unterscheiden, kann Nigrosin ver-
wendet werden, um den Kontrast zum Hinter-
grund zu erhohen (» Abschn.2.6.1 ).

tdrer Referenzwert
Der un tere Ref erenzwert f iir die V italitdt (mem-
branintakte Spermien) liegt b ei 58% (5. Perzentile,
95%-Konfidenzintervall 55-63).

Kommentar

Die Gesamtzahl membranintakter Spermien im Eja-
kulat ist von biologischer Bedeutung. Den Wert er-
halt man durch Multiplikation der Gesamtzahl aller
Spermien im Ejakulat (» Abschn. 2.8.7nix der Pro-
zentzahl der membranintakten Zellen.

2.6.3falitatstest mittels
hypoosmotischer Schwellung

Als Alternative zur Farbemethode kann der hypo-
osmotische S chwelltest ( HOS) z ur V italitdtsbe-
urteilung d urchgefithrt w erden ( Jeyendranetal.
1984). Er sollte angewendet werden, wenn eine Fir-
bung der S permien vermieden werden muss, z.B.
bei der Spermienselektion fiir eine ICSI. Spermien
mit einer in takten M embran s chwellen innerhalb
von 5 M inuten in h ypoosmotischem M edium an
und alle Flagellenformen sind nach 30 Minuten sta-
bilisiert (Hossain et al. 1998).
T3her:
Mafuten Inkubationszeit fiir die Routine-
diagnostik, aber
ur 5Minuten Inkubationszeit, wenn die Sper-
mien noch fiir therapeutische Zwecke genutzt
werden miissen.

ulereitung der Reagenzien

1. ch$vell-Losung fiir diagnostische Zwecke:
0,735 g Natriumcitrat (Na, G H, O, 2H, O)und
1,31 g D-Fruktose werden in 100 ml Aqua
dest. aufgelost. 1-ml-Aliquots dieser Losung
werden bei —20 °C eingefroren.

2. urkherapeutische Zwecke: das zu verwenden-
de Medium 1+1 (1:2) mt sterilem Aqua dest.
verdiinnen.

Rbfiihrung

1. ch$vell-Losung auftauen und vor Gebrauch
gut mischen.

21 ml der Schwell-Losung oder 1 ml des 1+1
(1:2) werdiinnten Mediums in einer geschlosse-
nen Mikrozentrifuge bei 37 °C fiir 5 Minuten
erwarmen.

3. jalulat gut mischen (> Kasten2.3 ).

4100 pl Ejakulat entnehmen und mit der
Schwell-Losung zusammenbringen. Vorsichtig
mit einer Pipette durch Ansaugen und Ablas-
sen mischen.

5. eiB7 °C fiir exakt 5 oder 30 Minuten inkubie-
ren (siehe unten), dann ein 10-pl-Aliquot auf
einen sauberen Objekttriger geben und mit
einem 22x 22 mm grof3en Deckglas bedecken.

6. jalEulat erneut mischen, entsprechende Men-
ge fiir die Doppelbestimmung entnehmen, mit
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B Abb.2.6a-g Schematische Darstellung typischer morphologischer Verdanderungen menschlicher Spermien nach Kon-
takt mit hypoosmotischer Losung. a keine Verdnderungen. b-g unterschiedliche Schwanzverdnderungen. Die Schwellung
im Schwanzbereich ist in grau gekennzeichnet. (Reproduziert von Jeyendran RS, Van der Ven HH, Perez-Peleaz M, Crabo BG,
Zaneveld LJD, 1984. Journal of Reproduction and Fertility, 1984;70:2D-228. ©Society for Reproduction and Fertility)

Schwell-Losung mischen, inkubieren und wie
oben beschrieben fortfahren.

7. IWbjekttrager unter dem Phasenkontrast-
mikroskop bei 200- oder 400facher Vergrofie-
rung beurteilen.

8. eA3hlt wird die Anzahl nichtgeschwollener
(toter) und geschwollener (vitaler) Zellen mit-
tels Laborcounters.

9. 28Permien pro Doppelbestimmung miissen
beurteilt werden, um einen akzeptablen Stich-
probenfehler zu erhalten (> Kasten 2.5 ).

10. Dhschnitt und Differenz der Anzahl vitaler
Zellen der Doppelbestimmungen errechnen.

11. skhlieflend wird mit @ Tab. 2.1oder
O Abb. 14.2festgestellt, ob die Differenz akzep-
tabel ist. (Es wird jeweils die maximal erlaubte
Differenz zwischen zwei Prozentanteilen dar-
gestellt, die erwartungsgemaf3 bei 95% der
Proben allein wegen des Stichprobenfehlers
auftritt.)

12.eMM die Differenz zwischen den Prozentzah-
len akzeptabel ist, wird der Durchschnittswert
der vitalen Spermien dokumentiert. Wenn die
Differenz zu grof3 ist, miissen zwei neue Dop-

pelbestimmungen aus dem Ejakulat entnom-
men werden und die Schritte 1-11 wiederllt
werden (» Kasten2.6 ).

13 edDurchschnittswert der vitalen Spermien
sollte auf die ndchste ganze Zahl auf- oder ab-
gerundet werden.

usivertung

1. ag¥chwellen der Spermien macht sich durch
Verdnderungen in der Zellform, in Form
einer Aufwicklung der Schwinze, bemerkbar
(8 Abb.2.6).

2. Adsal gelten Spermien, deren Schwiénze an-
schwellen; gezahlt und als vital gewertet wer-
den alle Formen von geschwollenen Schwién-
zen.

tbher Referenzwert
Der HOS-Test ist mit dem Eosin-Test vergleichbar
(Carreras at al. 1992).

Der untere Referenzwert fiir die Vitalitat (mem-

branintakte Spermien) liegt b ei 58% (5. Perzentile,

95%-Konfidenzintervall 55-63).
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Kommentar

Die Gesamtzahl der membranintakten Spermien im
Ejakulat ist von biologischer Bedeutung. Den Wert
erhalt man durch Multiplikation der Gesamtzahl al-
ler Spermien im Ejakulat ( » Abschn. 2.8.7mit der
Prozentzahl der membranintakten Zellen.

2.7 Spermienanzahl

Die S permiengesamtzahl p ro E jakulat und die
Spermienkonzentration korrelieren sowohl mit der
Zeit bis zum Eintritt einer Schwangerschaft (Slama
etal. 2002) als auch mit den Schwangerschaftsra-
ten (WHO, 1996; Zinaman et al. 2000) und ha ben
einen préadiktiven Wert in Bezug auf die Konzep-
tion (Bonde et al. 1998; Larsen et al. 2000) . Mehr
Daten tiber die Korrelation zwischen Spermienge-
samtzahl und r eproduktsmedizinischen Er gebnis-
sen sind erforderlich.

Die Anzahl der Spermien im Fjakulat errechnet
sich aus der S permienkonzentration, die wahr end
der Ejakulatbeurteilung bestimmt wird. Bei einem
normalen Ejakulat, wenn die a bleitenden Samen-
wege durchgingig sind und b ei kurzer Karenzzeit,
korreliert die Spermiengesamtzahl mit dem Ho-
denvolumen (Handelsman et al. 1984; WHO 1987;
Andersen et al. 2000; B ehre et al. 2000) und ist da-
her ein Maf fiir die Leistungsfahigkeit des Hodens
hinsichtlich der Spermienproduktion (MacLeod u.
Wang 1979) und ein M af3 fiir die Dur chgingigkeit
der ableitenden Samenwege. Die Spermienkonzen-
tration, wovon Fertilisation und Schwangerschafts-
raten abhingig sind, unterliegt Einfliissen wie dem
Volumen von Samenblasen- und Prostatasekret
(Eliasson 1975) und ist daher kein spezifisches Maf3
fiir die testikuldre Funktion.

Kommentar

Die Bez eichnungen »Spermiengesamtzahl« und
»Spermienkonzentration« sind nicht synonym zu
verwenden. Die Spermienkonz entration bezieht
sich auf die Anzahl von Spermien pro Einheit Ejaku-
latvolumen und ist eine Funktion der Spermienzahl
und dem Volumen des sie umgebenden fliissigen
Anteils. Die Spermiengesamtzahl bezieht sich auf

die Gesamtzahl aller Spermien im gesamt  en Eja-
kulat und errechnet sich aus der Multiplik ation der
Spermienkonzentration mit dem Ejakulatvolumen.

Kommentar

Die Generalisierung , dass die Spermiengesamt-
zahl die testikuldre Spermienproduktivitdt wider-
spiegelt, g ilt nicht bei dur ch Elektr ostimulierung
gewonnenem Ejakulat (z.B. bei Patienten mit Wir-
belsdulenverletzung), bei Andr ogenmangel, nach
langer Karenzzeit oder retrograder Ejakulation.

Kommentar 3

DeBegriff »Spermiendichte« (Masse pro Volumen-
einheit) sollt e nicht mit »Spermienkonz entration«
(Anzahl pro Volumeneinheit) verwechselt werden.

Die Bestimmung der Spermienanzahl umfasst fol-
gende Schritte (die detailliert in nachfolgenden Ab-
schnitten beschrieben sind).

== ntefsucht wird ein gut gemischtes, unver-
diinntes Praparat von liquefiziertem Ejakulat
auf einem Glasobjekttrager unter einem Deck-
glas, um die entsprechende Verdiinnung und
Zahlkammer zu wihlen (» Abschn.2.8.1 ).
Hierbei handelt es sich fiir gew6hnlich um das
Nativprédparat (> Abschn.2.4.2 )yelches bereits
zur Motilitidtsbestimmung verwendet wurde.

== jakudfat mischen und Verdiinnung mit Fixans
vorbereiten.

= amébkytometerkammer beladen und den
Spermien erlauben, sich in einer feuchten
Kammer anzuordnen.

— Pibobe muss innerhalb von 10-15 Minuten
beurteilt werden (danach hat die Evaporisation
einen merkbaren Effekt auf die Spermienposi-
tion in der Kammer).

== ind¥btens 200 Spermien pro Doppelbestim-
mung zéhlen.

== ie bBiden Doppelbestimmungen vergleichen,
um festzustellen, ob die Differenz akzeptabel
ist. Wenn ja, wird die Berechnung fortgesetzt;
wenn nicht, miissen 2 neue Verdiinnungen
hergestellt werden.

= Koiezentration wird in Spermien pro ml
angegeben.

== annDwird die Spermiengesamtzahl pro Ejaku-
lat errechnet.
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B Abb.2.7 Das Neubauer-improved-Hdmozytometer. Abbildungen der Zahlraster: 9 Rasterquadrate einer Kammer des Ha-
mozytometers (linkes Bild); das zentrale Rasterquadrat (Nummer 5) ist in 25 Keinere Rasterquadrate unterteilt (mittleres Bild);
eines der 25 Rasterquadrate (eingekreistes Quadrat im mittleren Bild) besteht wiederum aus 16 noch Keineren Quadraten
und ist auBBen durch 3 Linien begrenzt (rechtes Bild), hier in mikroskopischer Ansicht nach Spermienbefiillung der Kammer.

(Mikrobild mit freundlicher Genehmigung von C Brazil)

2.7.1 ¥rschiedene Arten von
Zahlkammern

Empfohlen w ird d ie A nwendung e ines 100 um
tiefen H d&mozytometers. I n dies em M anual sind

Verdiinnungsfaktoren fiir die Neubauer-improved-
Zahlkammer angegeben. Andere Tiefka mmer-Ha-
mozytometer konnen verwendet werden, allerdings
sind Unterschiede im F assvolumen und R aster zu
beachten, die un terschiedliche V erdiinnungsfak-
toren f iir die B erechnung er fordern. Ein wegma-
terial z ur Bestimmung d er S permienkonzentra-
tion ist erhal tlich (S eaman et al . 1996; M ahmoud
etal. 1997; Brazil et al . 200 4b), aller dings konnen
die Er gebnisse im V ergleich zum N eubauer-im-
proved-Hamozytometer abweichen. Flache Kam-
mern, die mi ttels K appillarkraft b efiillt w erden,
konnen aufgrund von Stromungen unterschiedliche
Verteilungsmuster der Spermien aufweisen (D ou-
glas-Hamilton et al. 2005a). Es ist moglich, einen
Korrekturfaktor einzub ringen (D ouglas-Hamilton
etal. 2005a), aber nicht empfehlenswert ( Bjorn-
dahl u. Barrat 2005). Die Validitit der alternativen
Zdhlkammern muss noch etabliert werden, indem
die K ammerdimension ( » Abschn. 14.8 )iiber-
priift wird, die Er gebnisse mit dem N eubauer-im-
proved-Hamozytometer abgeglichen wird und eine
zufriedenstellende L eistung d urch eine ext erne
Qualititskontrolle gesichert wird. Fiir eine exakte

Bestimmung niedr iger S permienkonzentrationen
konnen gr ofivolumige Z dhlkammern n otwendig
werden (» Abschn. 2.11.13Durchfithrung«).

2.7.2 Dableubauer-improved-
Hamozytometer

hat
zwei s eparate Z dhlkammern, von den en jede ein

s  Neubauer-improved-Hamozytometer

3x3 mm grofles m ikroskopisch sichtbares R aster
auf der g lasernen OD erfliche ein graviert ha t. Es

wird mi t einem sp eziellen dic ken D eckglas b e-
nutzt (Dicke Nummer 4, 0,4 4 mm), das iib er dem
Raster liegt und von Glassdulen 0,1 mm tiber dem
Kammergrund gestiitzt wird. Jede Zihlfldche ist in
neun 1x1 mm grofle Rasterquadrate unterteilt. Auf
die Rasterquadrate wird mittels Nummerierung in
B Abb. 2.7 eingegangen.

Mit einer Tiefe von 100 pum fasst jedes der 9 gi-
3eren Rasterquadrate 100 nl. Vier dieser neun Ras-
terquadrate (Nr. 1, 3, 7 und 9 bestehen aus 4 Reihen
aus 4 Quadraten, von denen jedes 6,25 nl fasst; zwei
Rasterquadrate (Nr. 4 und 6) bestehen aus 5 Reihen
aus 4 Quadra ten, von denen jedes 5 nl fasst; das
zentrale Rasterquadrat (Nr. 5) ist mit 5 Reihen aus
5 Quadraten ausgestattet, von denen jedes 4 nl fasst
(8 Abb. 2.7, mittleres Bild). Jedes dieser 25 Quadrae
des zentralen Rasterquadrates (Nr. 5) ist wiederum
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B Abb.2.8 Welches Spermium in den Rasterquadraten gezéhlt werden sollte. Die mittlere der drei Linien definiert die
Grenze des Quadrates (schwarze Linie, linkes Bild). Alle Spermien im zentralen Quadrat werden gezahlt, genauso wie die
Spermien, deren Kopfe zwischen den beiden inneren Linien liegen (weile Kreise, linkes Bild); nicht gezahlt werden die
Spermien, deren Kopfe zwischen den beiden duBeren Linien liegen (schwarze Kreise, linkes Bild). Ein Spermium mit dem
GroBteil des Kopfes auf der mittleren Linie wird nur gezahlt, wenn die Linie zum linken oder unteren Schenkel des Quadrates
gehort (weille Kreise, mittleres Bild). Nicht gezéhlt werden Spermien, deren Kopf auf dem rechten oder oberen Schenkel des
Quadrates liegt (schwarze Kreise, rechtes Bild) (Mikroskopische Abbildungen mit freundlicher Genehmigung von C Brazil)

in 16 noch kleinere Quadrate unterteilt (B8 Abb. 2.7,
rechtes Bild). Also haben die Rasterquadrate 1, 2,
3,7, 8und 9 jeweils 4 Reihen, die 25 nl pro Reihe
fassen; wohingegen die R asterquadrate 4, 5 und 6
jeweils 5 Reihen haben, die 20 nl pro Reihe fassen.
Abhingig v on der V erdiinnung und der g e-
zéihlten Spermienanzahl kommen unterschiedliche
Gebiete der Zahlkammer zur Anwendung, um die
Spermienkonzentration zu b estimmen. B ei einer
Verdiinnung von 1+19 (1:20) und 1+4 (1:5) wer-
den die Reihen des zen tralen Rasterquadrates Nr.
5 ausgezihlt, und falls n6 tig, auch noch von Ras-
terquadrat Nr. 4 und 6 (» Abschn. 2.8 )Bei einer
Verdiinnung von 1+1 (1:2) miissen g gf. alle neun
Rasterquadrate a usgezahlt w erden, uma uf 200
Spermien zu kommen (» Abschn.2.11.1).

2.7.3 Awendung des Himozytome-
ter-Rasters

== ezdl(t werden nur intakte Spermien (mit
Kopf und Schwanz).

— ei@Spermium gezahlt wird, hangt von der
Lokalisation des Kopfes ab; die Schwanzlage ist
unwichtig. Die Grenze eines jeden Quadrates
ist durch die mittlere der drei Linien gekenn-
zeichnet; also wird ein Spermium gezéhlt,
wenn der GrofSteil des Kopfes zwischen den

beiden inneren Linien liegt; nicht gezdhlt wird
es, wenn der Grofiteil des Kopfes zwischen den
beiden dufleren Linien liegt (8 Abb. 2.8 linkes
Bild).

== m 7z vermeiden, dass dasselbe Spermium bei
aneinander grenzenden Quadraten doppelt ge-
zahlt wird, geht man folgendermafien vor: Ein
Spermium an der Grenzlinie zwischen zwei
Quadraten wird nur gezihlt, wenn die Linie
eine von zwei im rechten Winkel zu einander
stehenden Grenzlinien ist; z.B. wird ein Sper-
mium gezdhlt, wenn der Grofiteil des Kopfes
auf dem unteren oder linken mittleren Schen-
kel des Quadrates liegt, also auf den Linien,
die ein »L« bilden (8 Abb. 2.8, mittleres Bild);
nicht gezéhlt wird es, wenn der Grof3teil des
Kopfes auf der oberen oder rechten mittleren
Grenzlinie liegt (B Abb. 2.8 ,rechtes Bild).

Anmerkung

Eine grofe Anzahl kopfloser Spermienschwanze (»pinheads«)
oder Spermienkdpf e ohne S chwénze muss dokumentier t
werden. Falls nétig, kann die Konzentration genau wie bei der
Spermienkonzentration bestimmt werden (» Abschn. 2.8al);
ternativ kann im Nativpraparat die Pravalenz in Relation zur

Spermienkonzentration bestimmt werden (» Abschn. 2.17.6).
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Kasten 2.7 Fehler beim Bestimmen der Spermienzahl

Die Prézision der errechneten Sper-
mienanzahl ist abhdngig von der
Anzahl der gezéhlten Spermien. Bei
der Poisson-Verteilung entspricht
der Standardfehler (SE) einer Zah-
lung (N) seiner Quadratwurzel (vVN),
und das 95%-Konfidenzintervall
(CI) fur die Anzahl der Spermien

im Ejakulatvolumen ist anndhernd

2x+/N).

2.7Pflege der Zahlkammer

Die Himozytometer-Zihlkammern diirfen nur mit
speziellen dicken Deckgldsern angewendet werden
(Dicke Nummer 4, 0,44 mm).

— Hiimozytometerkammer und das Deckglas
werden nach Gebrauch mit Wasser gereinigt
und anschlieflend mit einem Papiertuch gut
abgetrocknet, weil jedes getrocknete Residuum
die erneute Beladung behindern kann. Wenn
die Rasteroberfliche griindlich abgerieben
wird, bleiben keine Spermienreste von der vor-
herigen Probe zurtick.

== jed¥verwendbare Kammern und Deckgli-
ser werden tiber Nacht in Desinfektionslosung
eingeweicht (> Abschn.2.4 ym eine Kontami-
nation mit potenziell infektiosen Bestandteilen
des Ejakulats zu vermeiden.

2.7.5Diluehzur Ejakulatverdiinnung

N+1,96x+/N (oder N + anndhernd

Wenn 100 Spermien gezéhlt
werden, liegt der SE bei 10 (/100),
und das 95% Cl betragt 80-120
(100+20).Wenn 200 Spermien ge-
zahlt werden, liegt der SE bei 14
(/200), und das 95% Cl betragt
172-228 (200+28).Wenn 400 Sper-

1 0 gNatriumbikarbonat (NaHCO,) und 10 ml
35%iges (Volumen/Volumen) Formalin werden
in 1000 ml Aqua dest. aufgeldst.

2. allF gewiinscht, 0,25 g Trypanblau (Farbindex
2389) oder 5 ml gesittigtes (>4 mg/ml) Gen-
tianaviolett (Farbindex 42555) hinzufigen, um
die Spermienkdépfe farblich besser hervorzu-
heben.

3. agkrung bei 4 °C. Falls sich Kristalle bil-
den, die Losung vor Gebrauch durch einen
0,45-pm-Filter passieren.

mien gezahlt werden, liegt der SE
bei 20 (+/400), und das 95% Cl be-
tragt 360-440 (400+40).

Die Stichprobenfehler kann am
besten als Prozentzahl der Zahlung
angegeben werden: 100x(/N/N).
Die Prozentzahlen sind B Tab. 2.2 zu
entnehmen.

2.7.6 B Notwendigkeit, eine
ausreichende Anzahl an
Spermien zu zahlen

Um S tichprobenfehler zu r eduzieren, m uss eine
gewisse Anzahl a n Spermien gezihlt werden (am
besten eine G esamtzahl v on mindest ens 400 a us
Doppelbestimmungen von anndhernd 200), » Kas-
ten2.7 und @ Tab. 2.2.

Anmerkung

Die Werte sind alle Ungefahrangaben, da die Konfidenzinter-
valle nicht immer symmetrisch um die S chatzwerte verteilt
sind. Die exakten 95%-Konfidenzintervalle, basierend auf der
Poisson-Verteilung, betragen 361-441bei einer Zahlung von
400; 81,4-121 bei einer Zdhlung von 100; 4,80-18,4 bei einer
Zéhlung von 10; 0,03-5,57 bei einer Zdhlung wn 1; und 0,00-
3,70 bei einer Zéhlung von 0.

Kommentar

Wenn zu w enige Spermien ausgezahlt w erden, er-
halt man ein unsicher es Ergebnis (» Abschn. 411,)
wodurch sich Konsequenzen fir die Diag nose und
14.2Dhas
kann unvermeidbar sein, wenn Spermien fiir einen

Therapie er geben konnen ( » Abschn.

therapeutischen Z weck benétigt w erden und die
Spermienanzahl sehr gering ist (» Abschn. 5.1).

Kommentar

Wenn das Ejakulatvolumen gering ist und w eniger
Spermien als empfohlen ausgezahlt werden, ist die
Prazision des erhalt enen Wertes signifikant niedri-
ger. Wenn weniger als 200 Spermien pr o Doppel-
bestimmung ausgezahlt w erden, muss der Stich-
probenfehler wie in @ Bb. 2.2 angegeben werden.
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Gesamtzahl (N)

20

30
35
40
45
50
55
60
65

75
80
85
90
95
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250
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(%)

00

6,3

58

Gerundet Stichprobenfehler (%) in
Bezug auf die Anzahl gezéhlter Spermien

Stichprobenfehler

B Tab.2.2 Fortsetzung

Gesamtzahl (N) Stichprobenfehler
(%)
350 53
90 5
450 4,7
500 4,5

2.8 RoutineZdhlverfahren

Die Verdiinnungen 1+4 (1:5) und 1+ 19 (1:20) sind
fiir unterschiedliche Spermienkonzentrationen bis
zu einer Anzahl v on 200 S permien in einem o der
allen der Rasterquadrate 4, 5 und 6 des Himozyto-
meters geeignet (B Tab. 2.3 und » Kasten 2.8 ).

Anmerkung

Diese errechneten Konzentrationen kénnen nur grobe Schat-
zungen sein, da nur sehr w enige Spermien ausgezahlt w er-
den und die Volumenbestimmung nicht exakt sein konnt e.
Die Konzentrationen, die man aus unverdiinnten Praparaten
bestimmt, schwanken im Vergleich zu den Konz entrationen
zwischen 30% und 130%, die man aus einerardiinnten Probe
in einer Zahlkammer erhalt.

2.8.1Bstimmung der erforderlichen
Verdiinnung

Die Verdiinnung der E jakulatprobe, die f iir eine
exakte Messung der Spermienanzahl nétig ist, wird
mittels eines unverdiinnten Ejakulatausstriches er-
mittelt. Hierbei handelt es sich normalerweise um
das Nativprdparat (> Abschn.2.4.2 )yelches bereits
fiir die Motilitatsbeurteilung verwendet wurde.
ntefucht wird eines der Nativpréaparate
(Herstellung wie in » Abschn.2.4.2 jm die
Anzahl der Spermien pro HPF bei 200- oder
400facher Vergroflerung abzuschétzen.

HRH entspricht ungefihr 16 nl bei 200fa-
cher Vergrolerung oder 4 nl bei 400facher
Vergroflerung (> Kasten2.9 ).

ent8permien zu erkennen sind, werden
diese gezdhlt, dann wird die notwendige Ver-
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Kasten 2.8 Wie 200 Spermien pro Doppelbestimmung in den zentralen 3 Rasterquadraten des
Neubauer-improved-Hamozytometer erreicht werden

Bei 100 Spermien proHauptge-
sichtsfeld (HPF) auf 4 nl (» Kas-

ten 2.9) im Nativpraparat ergibt sich
eine theoretische Menge von 25
Spermien pro nl (25.000 pro pl oder
25.000.000 proml). Da das zentrale
Rasterquadrat (Nr. 5) der Neubau-
er-improved-Zahlkammer 100 nl
fasst, ergibt sich eine errechnete
Spermienanzahl von 25.000.Wenn

die Probe 1+4 (1:5)verdiinnt wird,
wird der Hintergrund reduziert und
die Spermienanzahl sinkt auf eine
Menge von 500 pro Rasterquadrat,
so dass sich immer noch ein akzep-
tabel niedriger Stichprobenzahler
ergibt.

Bei nur 10 Spermien pio HPF
im Nativprdparat ergibt sich eine
Menge von 2,5 pronl und 250 pro

zentralem Rasterquadrat. Bei einer
empfohlenen Verdiinnung von 1 + 1
(1:2) wid der Hintergrund reduziert
und die Spermienanzahl sinkt auf
125 ppo Rasterquadrat; das ergibt
eine Summe von 375 in allen 3
Rasterquadraten (Nr. 4, 5 und 6), so
dass man ebenfalls einen akzep-
tabel niedrigen Stichprobenfehler
erhalt.

Kasten 2.9 Volumen pro Hauptgesichtsfeld von einem 20 pm tiefen Nativpraparat

Ddgakulatvolumen pro mikro-
skopischem Blickfeld ist abhangig
von der Flache des Blickfeldes (mr2,
wobei m ungeféhr 3,142 betrdagt und
r der Radius des mikroskopischen
Blickfeldes ist) und der Kammer-
tiefe (20,7 um im Nativpraparat). Der
Durchmesser des mikroskopischen
Blickfeldes kann mit einem Objekt-
mikrometer gemessen oder errech-
net werden, indem der Durchmes-

diinnung gewdhlt (B Tab. 2.3) und danach wie

ser der Okularlinsenoffnung durch
die VergréBerung der Objektivlinse
geteilt wird.

Bei einer 40fachen Objektiv-
vergroBerung und einer 10fachen
OkularvergréBerung mit einer
Offnung von 20 mm ergibt sich ein
Blickfelddurchmesser von ungefahr
500 pm (20 mm/40). In diesem Fall
ist r=250 um, r2=62.500 um2, mir2=
196.375 um2 und das/olumen be-

Anmerkung

tragt 4.064.962 um?2 oder ungefahr
4nl.

Bei einer 20fachen Objektiv-
vergroBerung und einer 10fachen
OkularvergréBerung bei einer
Offnung von 20 mm ergibt sich ein
Blickfelddurchmesser von ungefahr
1.000 pm (20 mm/20). In diesem
Falle ist r=500 pm, r2=250.000 um2,
mr2=785.500 um2 und das/olumen
betrégt 16.2%.850 pm2 oder 16 nl

in » Abschn. 2.8.2 fortgefahren.

== enikeine Spermien zu erkennen sind, wird
die zweite Doppelbestimmung des Nativpréipa-
rates untersucht. Wenn erneut keine Spermien
zu finden sind, wird wie in » Abschn. 2.9 vor-
gegangen.

Anmerkung

Leukozyten-Pipetten und aut omatische P ipetten, die auf
Luftverdrangung b asieren ( »Air-displacement-Pipetten«)
sind zu ungenau fiir v olumetrische Verdiinnungen von vis-
kdsem Ejakulat, daher sollt en nur »P ositive-displacement-
Pipetten« (dire kt verdrédngendes Dosiersystem) verwendet
werden.

Anmerkung

Fur diagnostische Zwecke sollte das zu analy sierende Ejaku-
latvolumen 50 pl nicht unterschreiten, um Pipettierfehler zu
vermeiden, die bei geringen Volumina auftreten.

Bei zu wenigen Spermien pro Blickfeld in der gewéahlten Ver-
diinnung muss ein zweites Prdparat in einer niedrigeren Ver-
diinnung angefertigt werden. Bei zu vielen tiberlappenden
Spermien pro Blickfeld in der gewéhlt en Verdiinnung muss
ein neues Prdparat in hoherer Verdiinnung angefertigt wer-
den.

Anmerkung
Wenn eine 1 +19(1:20)Verdiinnung nicht ausr eichend ist,
muss eine 1+40(1:50)Verdlinnung hergestellt werden.

Kommentar

Bei niedriger Spermienanzahl im erst en Nativpra-
parat (<4 pro HPF bei 400facher VergroBerung: ca.
1 x 1%ml) ist eine exakt e Angabe der Spermienan-
zahl eventuell nicht nétig (» Abschn. 2.10).



38 Kapitel 2 - Standardverfahren

B Tab.2.3 Bendtigte Verdiinnungen und ihre Herstellung, empfohlene Zéhlkammern und zu zéhlende Rasterquad-

rate

Spermien pro Spermien pro Notwendige
Blickfeld bei Blickfeld bei Verdiinnung
400facher 200facher Ver-

VergroBerung  groBerung

>101 > 404 1:201+ 19)
16-100 64-100 1:51+ 4)
2-15 8-60 1:21+1)

<2 <8 1T:2+1)

Kommentar

Fir eine exakt e Bestimmung geringer Spermien-
konzentrationen (<2 pro HPF bei 400facher Vergro-
Berung: ca. 0,5 x 16/ml) miissen alle 9 R asterquad-
rate der Neubauer-impro ved-Kammer ausgezahlt
werden (» Abschn. 2.11dder es muss eine grof3-
volumige Ein wegkammer mit F luoreszenzdetek-
tion verwendet werden.

2.8.2¥rbereitung der Verdiinnungen
und Beladung der
Hamozytometerkammer

Ejakulat (ul)  Diluent (pl) Kammer Zu zahlende
Rasterquad-
rate

50 950 Neubauer Nr.5,4,6
improved

50 200 Neubauer Nr.5,4,6
improved

50 50 Neubauer Nr.5,4,6
improved

50 50 Neubauer All&© Raster-
improved quadrate oder

Hbxieozytometeroberfliache wird durch
Anhauchen leicht befeuchtet.

s Iewkglas auf der Zdhlkammer sichern,
indem es fest auf die Kammersédulen gedriickt
wird. Irisierender Glanz (Newton-Ringe) zwi-
schen den 2 Glédsern bestitigt die richtige Posi-
tion des Deckglases. Je mehr Newton-Ringe
zu erkennen sind, desto besser der Halt; wenn
nur ein oder zwei Ringe zu erkennen sind,
kann das auf Probleme von Unterschieden in
der Kammertiefe hinweisen.

ositiRe-displacement-Pipette benutzen, um
die Abgabe der korrekten Menge an Diluent in
2 Verdiinnungsflischchen zu gewihrleisten.

oder andere  den ganzen
groBvolumi-  Objekttrager
ge Kammer

jakuftat gut mischen.
ewimschtes Ejakulatvolumen sofort nach
dem Mischen aspirieren, sodass sich keine
Spermien auflerhalb der Suspension absetzen
(B Tab. 2.3).
jakutat auf3en von der Pipettenspitze wischen,
ohne die Pipettenoffnung zu beriihren.
Hideulatmenge in das Diluent abgeben
und dabei die Pipettenspitze durch Aspiration
und Exprimierung des Fixans durchspiilen.
jakufat erneut gut mischen und 2. Verdiin-
nung fiir Doppelbestimmung anfertigen, dann
wie oben beschrieben fortfahren.
eBie Verdiinnung griindlich mittels Vorte-
xen fiir 10 Sekunden bei maximaler Geschwin-
digkeit mischen. Dann sofort ungeféihr 10 pl
der fixierten Suspension entnehmen, um ein
Absetzen der Spermien zu verhindern.
Phjiettenspitze beriihrt vorsichtig die unte-
re Kante einer der Zahlkammern im Bereich
der V-formigen Kerbe.
angfam den Kolben der Pipette driicken,
damit die Kammer durch Kapillarkraft befillt
wird. Das Deckglas sollte wihrend der Befiil-
lung nicht bewegt werden, damit die Kammer
weder tiberfiillt wird (wenn das Deckglas sich
zu bewegen scheint), noch zu wenig befiillt wird
(wenn Luft einen Teil der Kammer besetzt).
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2DVerdiinnung wie oben beschrieben mi-
schen und 10 pl fiir die Doppelbestimmung
entnehmen, um die 2. Zahlkammer des Himo-
zytometers wie oben beschrieben zu fiillen.

as Hiimozytometer horizontal fiir mindes-
tens 4 Minuten bei Raumtemperatur in einer
Feuchtkammer (z.B. nasses Filterpapier in
einer abgedeckten Petrischale) lagern, um ein
Austrocknen zu verhindern. Die immobilisier-
ten Zellen werden in dieser Zeit auf das Raster
sedimentieren.

Anmerkung

Manche Zahlkammern sind mit M attglas-Saulen ausgestat-
tet, bei denen keine Newton-Ringe zu erkennen sind. In die-
sem Fall missen die Sdulen mit ca. 1,5 pl Wasser befeuchtet
werden, damit das Deckglas gut anhaf ten kann (Brazil et al .
2004a); es muss aber darauf geachtet werden, dass kein Was-
ser in die Zéhlkammer gelangt.

Anmerkung

Die An wendung v on Hdmo zytometer-Klammern, um das
Deckglas in Position zu halten, sorgt fuir eine konstante Tiefe
(Christensen et al. 2005).

Anmerkung

Bei sehr viskdsen P roben kann das Ejakulat in der Verdiin-
nungslésung aggregieren, wenn man 5-10 $£kunden zu spat
mischt. In diesem Fall muss die verdiinnte Probe sofort nach
der Zugabe des Ejakulats in das F ixans fir 10 Sekunden mit-
tels Vortexen gemischt werden.

2.8.Bstimmung der Spermienzahl
in den Zahlkammern

Die S permienzahl sollte in b eiden Kammern d es
Héamozytometers b estimmt w erden. W enn b ei-
de W erte a usreichend iib ereinstimmen, gil t die
Probe als r eprésentativ f iir das ga nze E jakulat
(» Abschn.2.4.1 ).
eurf®ilung des Himozytometers unter dem
Phasenkontrastmikroskop bei 200- oder
400facher Vergrofierung.
ind¥btens 200 Spermien pro Doppelbestim-
mung auszéhlen, um einen akzeptabel niedri-
gen Stichprobenfehler zu erhalten (> Kasten 2.7
und B Tab. 2.2).
uerst in der einen Zahlkammer des Neu-
bauer- inproved-Hamozytometers das zentrale

39 2

Rasterquadrat (Nr. 5 in @ Abb. 2.7) Reihe fur
Reihe beurteilen.
ortfkhren, bis mindestens 200 Spermien
gesichtet wurden und eine komplette Reihe
(aus 5 grofieren Teilquadraten) ausgezéhlt
wurde. Es miissen immer komplette Reihen
ausgezdhlt werden, niemals in der Mitte einer
Reihe aud 6ren. Wenn keine 200 Spermien in
allen 5 Reihen des zentralen Rasterquadrates
gesichtet werden konnen, muss in den Reihen
(bestehend aus 4 grofieren Teilquadraten) von
den angrenzenden Rasterquadraten (Nr. 4 und
6 in @ Abb. 2.7 )weitergezihlt werden.
7hd der ausgezdhlten Reihen bis zum Er-
reichen von 200 Spermien muss dokumentiert
werden, und die gleiche Anzahl an Reihen in
der anderen Kammer des Himozytometers
ausgezihlt werden.
ahl der Spermien und ausgezéhlten Reihen
mit Hilfe eines Laborcounters festhalten.
uwéhdung zur 2. Zahlkammer des Himozy-
tometers und Doppelbestimmung in derselben
Zahl an Reihen (gleiches Volumen) wie bei der
ersten Probe, auch wenn nicht 200 Spermien
erreicht werden.
umifie und Differenz der beiden Ergebnisse
errechnen.
rmifieln, ob die Differenz akzeptabel ist,
mittels @ Tab. 2.4 oder B Abb. 14.1(dort wird
die maximale Differenz zwischen 2 Zahlungen
dargestellt, die in 95% der Proben nur wegen
des Stichprobenfehlers zu erwarten ist).
eniWlie Differenz akzeptabel ist, wird die
Konzentration errechnet (» Abschn.2.8.4 ).
Wenn die Differenz zu grof3 ist, miissen zwei
neue Verdiinnungen, wie in » Abschn. 2.8.2
beschrieben, vorbereitet werden und die Zah-
lungen wiederholt werden (» Kasten 2.10 ).
urchxchnitt der Spermienkonzentration bis
auf eine Stelle nach dem Komma runden.
perifiiengesamtzahl pro Ejakulat errechnen
(» Abschn.2.8.7 ).

Anmerkung

Wenn weniger als 200 Spermien in den R asterquadraten 4,
5 und 6 gesicht et werden, darf nicht in den Quadrat en 1, 2,
3,7,8 oder 9 weitergezdhlt werden, da sich das Volumen je-
der Reihe in diesen Quadraten von den Rasterquadraten 4, 5
und 6 unterscheidet (» Abschn. 2.7.2n)diesem Fall missen
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B Tab.2.4  Aleptable Differenz zwischen zwei
Doppelbestimmungen fiir eine gegebene Summe

Summe Akzeptable Differenz*
144-156 2
157-96 25
170-182 26
18396 27
97-211 28
2122 29
27-242 30
23-258 31
29-274 32
275-292 33
293-309 34
310-328 35
329-346 36
347-366 37
367-385 38
386-406 39
407-426 40
427-448 41
449-470 41
47-492 43
493-515 44
516-538 45
539-562 46
563-587 47

* Basierend auf dem gerundeten 95%-Konfidenzinter-
vall.

zwei niedriger e Verdiinnungen angesetzt und ausgezahlt
werden. Falls eine 1+ 1(1:2)Verdiinnung notwendig wird, wie
in » Abschn. 2.11 fortfahren.

Anmerkung

Eine Kammer zweimal auszéhlen oder beide K ammern mit
einer Probe aus einer einzigenVerdiinnung befiillen gilt nicht
als echte Wiederholungsprobe, da so kein Stichpr obenfeh-
ler, Mischfehler oder Verdiinnungsfehler ausfindig gemacht
werden kann.

Anmerkung

Selten kdnnen bei einer sehrinhomogenen P robe selbst
nach einer 3. Doppelbestimmung nicht akz eptable Unt er-
schiede auf treten. I n diesem F all muss der M ittelwert aus
allen ausgezahlt en P roben ermitt elt und der Vorfall doku-
mentiert werden.

28rechnung der Spermienkon-
zentration im Ejakulat

Es wird vorgeschlagen, die Spermienkonzentration
zu errechnen und zu do kumentieren. Obwohl die
Konzentration kein sp ezifisches M af3 fiir die H o-
denfunktion ist, st eht sie denno ch in Rela tion zu
Fertilisation und Schwangerschaftsraten.

Die Konzentration er gibt sich aus der Anzahl
der S permien (N) g eteilt d urch das V olumen, in
dem sie g efunden wurden; d.h. das V olumen der
Anzahl der ausgezahlten Reihen (n) der untersuch-
ten D oppelbestimmungen (jeweils 20 nl in jedem
Rasterquadrat Nr. 4, 5 und 6) multipliziert mit dem
Verdiinnungsfaktor. So ergibt sich C=(N/n)x(1/20)
x Verdiinnungsfaktor.

Beieiner 1 +4(1:5)-\erdiinnung, b ei der die
Rasterquadrate 4, 5 und 6 aisgezéhlt wurden, erhalt
man eine K onzentration von C = (N/n)x(1/20)x5
Spermien pronl = (N/n)x(1/4) S permien p ro nl
(oder 10f pro ml Ejakulat).

Bei einer 1 +19(1:20)-Verdiinnung, b ei der die
Rasterquadrate 4, 5 und 6 aisgezéhlt wurden, erhalt
man eine Konzentration von C = (N/n)x(1/20)x20
Spermien pro nl = (N/n) Spermien pro nl (oder 1(°
pro ml Ejakulat).

Bei einer 1+49(1:9)-Verdiinnung, bei der die
Rasterquadrate 4, 5 und 6 aisgezéhlt wurden, erhalt
man eine Konzentration von C = (N/n)x(1/20)x3
Spermien pro nl = (N/n)x2,5 ermien pro nl (oder
10° pro ml Ejakulat).

2.8.5 Brechnungsbeispiele

Beispiel 1: Bei einer 1 +19(1:20)- Verdiinnung ent-
halt die 1. D oppelbestimmung 201 Spermien in 7
Reihen und die 2. D oppelbestimmung 2 45 Sper-
mien in 7 Reihen. Die S umme (201 +245) beider
Werte er gibt 446 in 1 4 Reihen und die Differenz
(245-201) betragt 44. Aus @ Tab. 2.4geht hervor,
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Kasten 2.10 Vergleich der Doppelbestimmungen

Déinterschied zwischen zwei
unabhéngigen Zahlungen liegt
erwartungsgemal bei Null mit
einer Standardabweichung gleich
der Quadratwurzel aus der Sum-
me der beiden Zahlungen. Daher
sollte allein zufallsbedingt (N1-N2)/
[W(N1+N2)1<1,96 sein, um eine
95%-Konfidenzgrenze einhalten zu
konnen.

VEnn die Differenz kleiner ist
oder dem angegebenen Wert aus
B Bb. 2.4 oder 2.5entspricht, kann
die Schatzung akzeptiert und die
Konzentration aus dem Mittelwert

Gr8ere Differenzen weisen
auf einen Zahl- oder Pipettierfehler
hin oder kdnnen durch ein schlecht
gemischtes Ejakulat bedingt sein,
wodurch es zu ungleichmafigen
Verteilungen in der Zahlkammer
oder auf dem Objekttrager kommt.

Vénn die Differenz gréBer als
akzeptabel ist, missen die ersten
beiden Werte verworfen werden
und zwei neue Ejakulatverdinnun-
gen hergestellt und ausgezahlt
werden. (Keine 3. Probe auszdhlen
und den Mittelwert aus den 3 Wer-
ten ermitteln oder den Mittelwert
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aus den zwei dhnlichsten Werten
ermitteln.)

Diebeschriebene Anleitung
gilt fur die Auszéhlung von Sper-
mien und Peroxidase-positiven
Zellen (» Abschn. 2.18). Fiir die
Zahlung von CD45-positiven Zel-
len (» Abschn. 3.2) und unreifen
Keimzellen (» Abschn.2.19 Jollten
bereits gefarbte Praparate verwen-
det werden.

Nt diesen 95%-Konfidenzinter-
vall-Grenzwerten werden ungefahr
5% der Doppelbestimmungen
zufallsbedingt auerhalb der er-

errechnet werden.

dass dieser Wert den er warteten nur durch Zufall
bedingten U nterschied (4 1) tiberschreitet. D aher
milssen zwei neue Verdiinnungspréparate angelegt
werden.

Beispiel 2: B ei einer 1 +19(1:20)-Verdiinnung
enthalt die 1. Doppelbestimmung 220 Spermien in
4 Reihen und die 2. D oppelbestimmung 218 Sper-
mien in 4 Reihen. Die S umme (220 +218) beider
Werte er gibt 438 in 8 Reihen und die Differenz
(220-218) betragt 2. Aus B Tab. 2.4 geht hervor, dass
dieser Wert geringer ist als der n ur d urch Z ufall
bedingte Unterschied (41). Also kénnen die Werte
akzeptiert werden.

Die K onzentration der D oppelbestimmung
mit einer 1 +19(1:20)-Verdiinnung b etrdagt C =
(N/n)x1,0 Spermien pro nl, d. h. (438/8)x1,0=54,75
Spermien/nl oder 55 x 10 Spermien pro ml Ejaku-
lat (auf 1 Selle nach dem Komma gerundet).

Anmerkung

Bei 1+ 19(1:20)Verdiinnungen und den ausgezahlt en Raster-
quadraten 4, 5 und 6 ist die Konzentration leicht zu err ech-
nen. Die Anzahl der gezahlten Spermien geteilt durch die An-
zahl aller beur teilten Reihen er gibt die Spermienkonz entra-
tion in 16/ml. Im Beispiel oben ist der Recherweg (220+218)/
(4 + 4)=438/8= 55 x 19Spermien/ml Ejakulat.

Beispiel 3: Bei einer 1 +19(1:20)-Verdiinnung ent-
héltdie 1. D oppelbestimmung (r eplicate 1) 98
Spermien in 1 5 Reihen (R asterquadrate 5, 4 und
6) und die 2. D oppelbestimmung (replicate 2) 114

laubten Grenze liegen.

Spermien in 15 Reihen (Rasterquadrate 5, 4 und 6).
Die Summe (98 + 1 ¥) beider Werte ergibt 212 in 30
Reihen und die Differenz (114-98) betrégt 16. Aus
@ Tab. 2.4 geht hervor, dass dieser Wert geringer ist
als der nur durch Zufall bedingte Unterschied (29).
Also konnen die Werte akzeptiert werden.

Die K onzentration der D oppelbestimmung
mit einer 1 +19(1:20)-Verdiinnung b etrigt C =
(N/n)x1,0 Spermien pro nl, d. h. (212/30)x1,0=707
Spermien/nl oder 71 x 10 S permien p ro ml E ja-
kulat (auf 1 S telle nac h dem K omma g erundet).
Da w eniger als 400 S permien g ezahlt wur den,
muss der S tichprobenfehler fiir 212 Spermien aus
@ Tab. 2.2angegeben werden (ungefahr 7%).
Anmerkung
In diesem Beispiel wur de die P robe zu hoch v erdiinnt, da
weniger als 200 Spermien in den Rasterquadraten 5, 4 und

6 gefunden wur den; eine 1 +4(1:5)Verdiinnung wére geeig-
neter gewesen.

Beispiel 4: Bei einer 1+4(1:5)-\erdlinnung enthalt
die 1. Doppelbestimmung 224 Spermien in 4 Rei-
hen und die 2. D oppelbestimmung 268 Spermien
in 4 Reihen. Die Summe (224 +268) beider Werte
ergibt 492 in 8 Reihen und die Differenz (268-224)
betrdgt 44. Aus @ Tab. 2.4 geht hervor, dass dies er
Wert den er warteten nur d urch Z ufall b edingten
Unterschied (43) Giberschreitet. Daher miissen zwei
neue Verdiinnungspréparate angelegt werden.
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Beispiel 5: Bei einer 1+ 4(1:5)-\erdiinnung ent-
hilt die 1. D oppelbestimmung 224 Spermien in 8
Reihen und die 2. D oppelbestimmung 2 13 S per-
mien in 8 Reihen. Die S umme (224 +213) beider
Werte er gibt 437 in 16 Reihen und die Differenz
(224-213) tetrdgt 11. A1s @ Tab. 2.4 geht hervor, dass
dieser Wert geringer ist als der n ur durch Z ufall
bedingte Unterschied (41). Also konnen die Werte
akzeptiert werden.

Die Konzentration der Doppelbestimmung mit
einer 1+4(1:5)-\erdiinnung betragt C=(N/n)x(1/4)
Spermien pro nl oder (437/16)/4=6,825 Spermien/
nl oder 6,8 x 16 Spermien pro ml E jakulat (auf 1
Stelle nach dem Komma gerundet).

Anmerkung

Bei 1+4(1:5)Verdiinnungen ist die Konzentration auch leicht
zu errechnen, aber die Anzahl der gezéhlt en Spermien ge -
teilt dur ch die Anzahl aller beur teilten Reihen muss noch
zusétzlich durch 4 get eilt werden. I m Beispiel oben ist der
Rechenweg [(224 + 213)/(8 + 8)1/4 (437/16)/4 27,3/4= 6,8 x 10
Spermien/ml Ejakulat.

2.8.dUterer Referenzwert fiir die
Spermienkonzentration

Der untere Referenzwert fiir die Spermienkonzen-
tration liegt bei 15x 10° Spermien/ml (5. Perzentile,
95% CI 12-16 x 19).

2.8.7 Brechnung der
Spermiengesamtzahl im Ejakulat

Es wird vorgeschlagen, die Spermiengesamtzahl zu
errechnen und zu do kumentieren, da sie ein M af3
fiir die Leistungsfihigkeit des Hodens Spermien zu
produzieren und fiir die Durchgéngigkeit der ablei-
tenden Samenwege ist. Man errechnet die Gesamt-
zahl durch Multiplikation der Spermienkonzentra-
tion mit dem Gesamtvolumen des Ejakulates.

2.8.8 Uterer Referenzwert fiir die
Spermiengesamtzahl

Der untere Referenzwert fiir die S permiengesamt-
zahl liegt bei 39 10° Spermien/Ejakulat (5. Perzen-
tile, 95% CI 33-46 x 106 ).

2.9 Niedrig&permienzahl:
Kryptozoospermie und
vermutete Azoospermie

Wenn keine Spermien in b eiden Nativpriaparaten
gefunden werden kénnen, kann eine Azoospermie
vermutet w erden. Ob wohl v orgeschlagen wur de,
die D efinition zu @2 ndern (S harif 2000; Ezeh u
Moore 2001), Heibt der Begriff » Azoospermie« eine
Beschreibung des Fakulates, anstatt eine Erlddrung
des Ursprungs o der eine B asis fiir Diagnos e und
Therapie. Es wir d allg emein a nerkannt, dass der
Begriff » Azoospermie« nur verwendet wird, wenn
keine Spermien im Sediment einer zentrifugierten
Probe gefunden werden (Eliasson 1981).

Es sollte jedoch beachtet werden,

Spebmien im Pellet gefunden werden oder
nicht, von der Zentrifugationszeit und -ge-
schwindigkeit abhangt (Lindsay et al. 1995;
Jaffe et al. 1998) und davon, wie griindlich das
Pellet untersucht wird,

dizsZentrifugation bei 3000 g fiir 15 Minu-
ten nicht alle Spermien aus einer Probe pelle-
tiert (Corea et al. 2005) und

dask der Zentrifugation die Motilitit ver-
loren gehen (Mortimer 1994a) und die Kon-
zentration unterschitzt werden kann (Cooper
et al. 2006).

Wie mit einer Probe umgegangen wird, ist abhan-
gig davon, ob blof3e subjektive Daten tiber das Vor-
handensein und zur M otilitdt von S permien aus-
reichend sind, oder ob eine exakte Bestimmung der
Spermienzahl benétigt wird (» Abschn. 2.11 ).
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2.10 Wnn eine exakte Bestimmung
einer niedrigen Spermienzahl
nicht notwendig ist

Wenn die S permienanzahl p ro HPF im ini tialen
Nativpraparat niedrig ist (0-4 S permien pro HPF
bei 400fac her Vergroflerung oder 0-16 bei 200fa-
cher Vergrofierung), gibt es mehr ere M 6glichkei-
ten.

2.10.1Kine weiteren MaBnahmen
ergreifen

Bei weniger als 4 Spermien pro HPF bei 400fac her
Vergroflerung (z.B. <1 x 16/ml) ist es fiir den klini-
schen Gebrauch in den meisten Fillen ausreichend,
die Spermienkonzentration als <2 x 1§ fnl anzuge-
ben (unter Beriicksichtigung des ho hen Stichpro-
benfehlers bei niedriger Spermienanzahl) und zu
dokumentieren, ob motile Spermien gesehen wur-
den oder nicht.

2.10.Utersuchung von
zentrifugierten Proben, um
Spermien zu finden

Wenn keine Spermien in b eiden Nativpréparaten
gefunden werden, kann das E jakulat zentrifugiert
werden, um zu beurteilen, ob tiberhaupt Spermien
in einer grofieren Probe vorhanden sind.
jakuffat gut mischen (> Kasten2.3 Wenn die
Probe viskos ist, muss die Viskositét zunichst
reduziert werden wie in » Abschn. 2.3.1 Verzo-
gerte Liquifizierung beschrieben.
1 ml Ejakulat entnehmen und bei 3000 g fiir 15
Minuten zentrifugieren.
en Dberstand abnehmen und das Spermien-
Pellet in den ungefahr 50 pl des verbleibenden
Seminalplasmas resuspendieren.
eweils 10 ul des Pellets auf jeden der 2 Objekt-
trdger geben und mit einem 22x 22 mm Deck-
glas abdecken. So entstehen 2 Nativpriparate
von 20 pm Tiefe (> Kasten2.4 ).
eiddBObjekttrager unter dem Phasenkontrast-
mikroskop bei 200- oder 250facher Vergrofle-
rung untersuchen.

en g2samten Objekttriger systematisch Ge-
sichtsfeld fiir Gesichtsfeld durchsuchen. In
einer Ecke beginnen und entlang der X-Achse
zur gegeniiberliegenden Seite weitergehen;
dann ein Feld in Richtung Y-Achse bewegen
und die gesamte X-Achse zuriick durchsuchen.
In diesem Zick-Zack-Verfahren fortfahren, um
das gesamte Aliquot komplett und systema-
tisch abzusuchen (8 Abb. 2.9). Mit den Augen
auf dem Objekttrager bleiben, wenn das Ge-
sichtsfeld gewechselt wird.

ei eler 20fachen Objektivvergréfierung und
einer 10fachen Okularvergrofierung mit einer
20 mm Offnung hat das mikroskopische Ge-
sichtsfeld einen Durchmesser von ungefahr
1000 pum (> Kasten 2.9 Fo miissen ungefihr
484 Gesichtsfelder (22 x 22)pro 22 x 22 mm
Deckglas untersucht werden.

as rhandensein von Spermien in einer der
beiden Doppelbestimmungen zeigt eine Kryp-
tozoospermie an.

Abigesenheit von Spermien in beiden

Doppelbestimmungen ldsst eine Azoospermie
vermuten.

Anmerkung

Viele Tischzentrifugen, die 15-ml-Réhrchen fassen, erreichen
nicht 3000 G; daher muss eine Hochgesch windigkeitszentri-
fuge benutzt werden, die 1,5-2,0-mI-Réhchen fasst. Das Eja-
kulat muss vor Aliquot-Entnahme gut gemischt worden sein.

Anmerkung

Das Durchsuchen der Objekttrdger k ann bis zu 10 M inuten
dauern, da die Proben einen starken Hintergrund haben wer-
den.

Anmerkung

Bei der Z entrifugation von Proben fiir die assistier te Repro-
duktion kann es nétig w erden, die gesamt e Ejakulatprobe
und den groBten Anteil des Pellets zu untersuchen (z.B. vier
10-pl-Aliquots des Rellets), um Spermien zu finden.

Kommentar
Das F ehlen bew eglicher Spermien im unt ersuch-
ten Aliguot muss nicht unbedingt bedeut en, dass
nirgendwo im Ejakulat bew egliche Spermien v or-
handen sind.
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B Abb.2.9 Den gesamten Objekttrdger nach motilen Spermien absuchen. Dieses umfasst eine Untersuchung von 1200
HPF bei 200facher Vergréerung bei einem 24 x 50 mm Deckglas, und ungeféhr 484 HPF bei 200facherVergréBerung bei

einem 22 x 2 mm Deckglas

Kommentar

Da durch Z entrifugation nicht alle Spermien pel-
letiert werden, kann mittels dieser M ethode nicht
die Gesamtspermienzahl bestimmt werden. Fir die
Quantifizierung » Abschn. 2.17%tler 2.11.20each-
ten.

2.10.0tersuchung von nicht
zentrifugierten Proben, um
bewegliche Spermien zu finden

Wenn nach mo tilen S permien gesucht wird (z.B.
nach einer Vasektomie), darf die Samenprobe nicht
mit Diluent verdiinnt werden oder bei hoher Ge-
schwindigkeit zentrifugiert werden. In diesem Fall
kann nur ein Aliquot des unverdiinnten Ejakulats

einer Ecke beginnen und entlang der X-Achse
zur gegeniiberliegenden Seite weitergehen;
dann ein Feld in Richtung Y-Achse bewegen
und die gesamte X-Achse zuriick durchsuchen.
In diesem Zick-Zack-Verfahren fortfahren, um
das gesamte Aliquot komplett und systema-
tisch abzusuchen (8 Abb. 2.9). Mit den Augen
auf dem Objekttrager bleiben, wenn das Ge-
sichtsfeld gewechselt wird.

ei elier 20fachen Objektivvergroflierung und
einer 10fachen Okularvergrofierung mit einer
20 mm Offnung hat das mikroskopische Ge-
sichtsfeld einen Durchmesser von ungefahr
1000 pm (> Kasten 2.9 Fo miissen ungefihr
1200 Gesichtsfelder (24 x ) pro 24 x » mm
Deckglas untersucht werden.

untersucht werden. Anmerkung

jakuftat gut mischen (» Kasten2.3 ).
40 pl Aliqout entnehmen und mit einem
24 x50 mm Deckglas abdecken. So entsteht ein

Das Durchsuchen der Objekttrager k ann bis zu 10 M inuten
dauern, da die Proben einen starken Hintergrund haben.

Nativpréparat von 33 pm Tiefe (> Kasten2.4 ). Kommentar
en Objekttrager bei 200- oder 250facher Ver- ~ Wenn keine motilen Spermien im unt  ersuchten

groflerung unter dem Phasenkontrastmikro- Aliquot gefunden w erden, bedeutet das nicht un-
skop untersuchen. bedingt, dass in der gesamten Ejakulatprobe keine
en g2samten Objekttriger systematisch Ge- motilen Spermien vorhanden sind.

sichtsfeld fiir Gesichtsfeld durchsuchen. In
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2.11 Wnn eine genaue Bestimmung
auch bei wenigen Spermien
notwendig ist

Dieser Abschnitt beschreibt Methoden, mit denen
eine Bestimmung niedriger Spermienkonzent-
ration auch o hne Z entrifugation méglich ist. Die
Alternative zur Pelletierung von Spermien ist eine
niedrige Verdiinnung des Ejakulats, um so ein gro-
Beres Volumen zu untersuchen.

Eine Prézision von 20% ist akzeptabel, wenn es
um Untergrenzen der Quantifizierung (lower limits
of quantification =LLQ) geht (Shahetal. 2000).
Bei der U ntersuchung des k ompletten zen tralen
Rasterquadrates (Nr. 5 in@ Abb. 2.7) des Neubauer-
improved-Hidmozytometers kann theoretisch eine
Konzentration von 250.000 S permien pro ml mi t
einem Stichprobenfehler von 20% g efunden wer-
den, wenn das H dmozytometer mit 1 +1(1:2)-er-
dinntem Ejakulat befllt wurde. Wenn alle 9 R as-
terquadrate un tersucht w erden, ka nn mindest ens
eine Spermienkonzentration von 27800 pro ml
gezdhlt werden. Grofivolumige Einweg-Zihlkam-
mern, die 25 pl fassen, konnen verwendet werden,
um Spermienkonzentrationen von 1.000 Spermien
pro ml bei demselben Stichprobenfehler zu messen
(Cooper et al. 2006). Bei 1+ 1(1:2)-erdiinntem Eja-
kulat, wie hier empfohlen, entsprechen diese Werte
einer unverdiinnten Spermienkonzentrationen von
500.000 p ro ml, 55.600 und 2.000 p ro ml. Den-
noch konnen so gering verdiinnte Ejakulatproben
einen starken Hintergrund aufweisen. Die Unter-
suchung von grofivolumigen Kammern kann bis zu
10-20 Minuten dauern. Zum s chnellen Nachweis
von Spermien kann zur Erleichterung eine Fluores-

zenzfirbung verwendet werden (» Abschn. 2.11.1.1).

2.11.1Di8estimmung einer niedrigen
Spermienzahl im gesamten
Neubauer-improved-Hamozyto-
meter (Phasenkontrast-Mikro-
skopie)

Um den S tichprobenfehler gering zu hal ten, muss
eine gewisse Zahl von Spermien (am b esten eine
Gesamtzahl v on 400 a us D oppelbestimmungen

Kasten 2.1 Erzielen von 200 Spermien

pro Doppelbestimmung in allen 9
Rasterquadraten des Neubauer-improved-
Hamozytometers

Bei 2 Spermien pro HPF auf 4 nl im initialen Nativ-
praparat ergibt sich theoretisch eine Anzahl von 0,5
Spermien pro nl (500 Spermien pro pl oder 500.000
Spermien pro ml).

Da alle 9 Rasterquadrate der Neubauer-im-
proved-Zahlkammer zusammen 900 nl fassen,
ergibt sich ein Inhalt 450 Spermien. Bei einer
empfohlenen 1+ 1(1:2Verdiinnung wird der Hinter-
grund und die Spermienzahl auf 225 pro Kammer
reduziert, so dass der Stichprobenfehler immer
noch akzeptabel ist.

von ungefihr 200) gezédhlt werden (> Kasten 2.7und
B Tab.2.2).
jakufat gut mischen (» Kasten2.3 ).
ubligntnehmen und 1+ 1(1:2) mit Di-
luent verdiinnen (» Abschn. 2.7.5 dnter Be-
ricksichtigung der Vorsichtsmafinahmen
aus > Abschn.2.8.2 .

Eink(1:2)-V¥rdiinnung bei Proben mit
weniger als 2 Spermien pro HPF im initialen
Nativpréparat (8 Tab. 2.3) ist fiir mehrere Sper-
mienkonzentrationen angemessen, wobei der
obere Grenzwert bei 200 Spermien im Hamo-
zytometer liegt (> Kasten 211 Kwischen 1und
9 Rasterquadraten miissen ausgezdhlt werden.

Anmerkung

Dieser Wert ist nur eine g robe S chédtzung, da sehr w enige
Spermien ausgezahlt w erden und die Volumina ungenau
sein kénnten.

Ehfithrung
1. wé Aliquots aus dem Ejakulat mit Diluent
1+1 (1:2) wie olen beschrieben verdiinnen.

. 2 eifle Himozytometerkammern mit je einer
verdiinnten Doppelbestimmung befiillen.

. 3 adHimozytometer horizontal fiir mindes-
tens 4 Minuten bei Raumtemperatur in einer
Feuchtkammer (z.B. nasses Filterpapier in
einer abgedeckten Petrischale) aufbewahren,
um ein Austrocknen zu verhindern. Die im-



46

Kapitel 2 - Standardverfahren

B Tab.2.5 Aleptable Unterschiede zwischen

zwei Zdhlungen fiir eine bestimmte Summe: niedrige

Konzentrationen

Summe
35-40
41-47
48-54
55-62
63-70
7-79
80-8
90-98
99-109
110-120
121-131
132-143
144-156
157-96
170-182
18396
97-211
2122
27-242
23-258
29-274
275-292
293-309
310-328
329-346
347-366
367-385
386-406
407-426
427-448
449-470
47-492

493-515

Akzeptable Differenz*
12
13
14
15
16
17
18
9
20
21
2
23
2
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

O Tab.2.5 Fortsetzung

Summe Akzeptable Differenz*
516-538 45
539-562 46
563-587 47

* basierend auf dem 95%-Konfidenzintervall

mobilisierten Zellen werden wiahrenddessen
auf dem Raster sedimentieren.

. 4 adHamozytometer unter dem Phasenkon-
trastmikroskop bei 200- oder 400facher Ver-
groflerung untersuchen.

5. ildestens 200 Spermien pro Doppelbestim-
mung auszédhlen, um einen akzeptabel niedri-
gen Stichprobenfehler zu erhalten (» Kasten 2.7
und @ Tab. 2.2).

6. uéfst die eine Zahlkammer Rasterquadrat fiir
Rasterquadrat untersuchen und fortfahren, bis
mindestens 200 Spermien gesichtet wurden
und eine komplette Reihe ausgezihlt wurde.
Es miissen immer komplette Rasterquadrate
ausgezahlt werden, niemals in der Mitte einer
Rasterquadrates aud oren.

. 7 ielAnzahl der ausgezéhlten Rasterquadrate
bis zum Erreichen von 200 Spermien muss
dokumentiert werden. Die gleiche Anzahl
muss auch in der anderen Kammer des Hiamo-
zytometers ausgezahlt werden.

8. Anzalek Spermien und der ausgezihlten
Rasterquadrate mit Hilfe eines Laborcounters
festhalten.

9. usAvertung der 2. Zahlkammer des Himo-
zytometers und Doppelbestimmung in der-
selben Anzahl an Rasterquadraten (gleiches
Volumen) wie bei der ersten Probe, auch wenn
nicht 200 Spermien erreicht werden.

10urSme und Differenz der beiden Ergebnisse
errechnen.

1.1 nhitteln, ob die Differenz akzeptabel ist, mit-
tels @ Tab. 2.5 (Erweiterung von @ Tab. 2.4 um
niedrigere Spermienanzahl) oder @ Abb. 14.1 .
(Dort wird die maximal erlaubte Differenz
zwischen 2 Zihlungen dargestellt, die in 95%
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der Proben nur wegen des Stichprobenfehlers
Zu erwarten ist.)
12.eMM die Differenz akzeptabel ist, wird die
Konzentration errechnet. Wenn die Differenz
zu grofd ist, miissen zwei neue Préparate, wie
oben beschrieben, vorbereitet werden und
die Doppelbestimmungen wiederholt werden
(» Kasten2.10 ).

3.1 utdhschnitt der Spermienkonzentration bis
auf eine Stelle nach dem Komma runden.

4.1 peSmiengesamtzahl pro Ejakulat errechnen.

eré&hnung niedriger Spermienkonzen-
trationen im Ejakulat
Die Konzentration ergibt sich aus der Anzahl der
Spermien (N) g eteilt durch das V olumen, in dem
sie gefunden wurden, d.h., das V olumen der An-
zahl aller a usgezéhlten R asterquadrate (n) der
untersuchten D oppelbestimmungen (w obei das
Volumen eines R asterquadrates 100 nlb etrigt)
multipliziert mit dem V erdiinnungsfaktor. So er -
gibt sich C = (N/n)x(1/100) x Verdiinnungsfaktor.

Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung ergibt sich einer
Konzentration C = (N/n)x(1/100)x2 Spermien pro
nl = (N/n)x(1/9) Spermien pro nl.

Wenn alle 9 R asterquadrate in jeder Z dhlkam-
mer des Himozytometers ausgezihlt wurden, wird
die Gesamtzahl der S permien durch das G esamt-
volumen beider Kammern (1,8 pl) geteilt und mit
dem Verdiinnungsfaktor (2) m ultipliziert, um die
Konzentration von Spermien pro pl zu erhalten (in
Tausend pro ml Ejakulat).

erSitivitit der Methode
Bei w eniger al s 200 S permien p ro Z dhlkammer
liegt der Stichprobenfehler tiber 5%. Wenn weniger
als 400 S permien in b eiden Zahlkammern gefun-
den werden k 6nnen, muss der S tichprobenfehler
fir die gezdhlte Spermienzahl angegeben werden
(B Tab.2.2).

Wenn w eniger als 25S  permien p ro K am-
mer g ezahlt w erden, liegt die K onzentration b ei
<56.000 Spermien pro ml. Das ist die Untergrenze
der Quantifizierung (LLQ) fiir einen Stichproben-
fehler von 20%, w enn alle 9 R asterquadrate des
Neubauer-improved-Hamozytometers ausgezihlt
+1(1:2)-¥rdiinnung b enutzt
wurde (Cooper at al. 2006). D ie S permienanzahl

wurden und eine 1

mit dem Vermerk versehen: »Zu wenige Spermien
fiir eine exakte Konzentrationsbestimmung gezahlt
(< 56.000/ml)«.

Kommentar

Wenn keine Spermien in einem Aliquot gefunden
werden konnen, bedeut et dies nicht, dassim ge -
samten Ejakulat keine Spermien vorhanden sind.

er&hnungsbeispiele

Beispiel 1: B eieiner 1 +1(1:2)-V¥rdiinnungen t-
hilt die 1. D oppelbestimmung 200 S permien in 2
Rasterquadraten und die2. D oppelbestimmung
250 S permien in 2 R asterquadraten. D ie Summe
(200 +250) b eider Werte er gibt 450 in 4 R aster-
quadraten und die Differenz (250-200) b etrigt 50.
Aus @ Tab. 2.5geht hervor, dass dieser Wert den
erwarteten nur durch Zufall bedingten Unterschied
(42) iberschreitet. D aher miissen zw ei neue V er-
diinnungspréparate angelegt werden.

Beispiel 2: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung ent-
hilt die 1. D oppelbestimmung) 210 Spermien in 3
Rasterquadraten und die2. D oppelbestimmung
200 S permien in 4 R asterquadraten. Die S umme
(210+200) beider Werte ergibt 410 in 6 Rasterqua-
draten und die Differenz (210-200) betrégt 10. Aus
@ Tab. 2.5 geht hervor, dass dieser Wert geringer ist
als der nur durch Zufall bedingte Unterschied (40).
Also konnen die Werte akzeptiert werden.

Die Konzentration der Proben mit einer
1+1(1:2)-¥rdiinnung b etragt C = (N/n)x1/9
Spermien pro nl, d.h. (410/6)x50 =1,37 Spermien/
nl oder 1,4 x 10 Spermien pro ml E jakulat (auf 1
Stelle nach dem Komma gerundet).

Beispiel 3: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung ent-
hilt die 1. D oppelbestimmung 120 S permien in
allen 9 R asterquadraten und die 2. D oppelbestim-
mung 140 S permien in allen 9 R asterquadraten.
Die S umme (120 +140) b eider W erte er gibt 260
in 18 Rasterquadraten und die Differenz (140-120)
betrdgt 20. A us @ Tab. 2.5geht hervor, dass dies er
Wert geringer ist als der nur durch Zufall bedingte
Unterschied (32). Also konnen die Werte akzeptiert
werden.

Wenn alle 9 R asterquadrate b eider Z dhlkam-
mern (Gesamtvolumen 1,8 ul) ausgezdhlt wurden,
ist die Spermienkonzentration der Probe mit einer
1 + 1(1:2)-8fdtinnung C = (N/1,8)x2 Spermien pro
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pl = (260/1,8)x2= 288,8 Spermien/pl oder 290 x 16
Spermien pro ml E jakulat (auf 1 Stelle nach dem
Komma gerundet). Da weniger als 400 S permien
gezéhlt wur den, m uss der S tichprobenfehler f iir
260 S permien a us @ Tab. 2.2a ngegeben w erden
(ungefahr 6%).

Beispiel 4: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung ent-
hilt die 1. Doppelbestimmung 10 Spermien in allen
9 Rasterquadraten und die 2. Doppelbestimmung 8
Spermien in allen 9 R asterquadraten. Da weniger
als 25 Spermien gezahlt wurden, liegt die K onzen-
tration bei <56.000/ml; es wir d dokumentiert »18
Spermien wurden in der Doppelbestimmung ge-
funden, zu wenige fiir eine exakte Konzentrations-
bestimmung (< 56.000/ml)«.

Beispiel 5: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung wer-
denink einer der D oppelbestimmung S permien
gefunden. D a w eniger als 25S permien g ezéhlt
wurden, liegt die Konzentration bei < 56.000/ml
Es wir d do kumentiert: »K eine S permien wur den
in der Doppelbestimmung gefunden, zu wenige fiir
eine exakte Konzentrationsbestimmung (< 56.000/
ml)«.

erBchnung der Spermiengesamtzahl

im Ejakulat

Es wird vorgeschlagen, die Spermiengesamtzahl zu
errechnen und zu do kumentieren, da sie ein M af3
fiir die Leistungsfahigkeit des Hodens, Spermien zu
produzieren, und fiir die Dur chgédngigkeit der ab-
leitenden Samenwege ist. M an erhélt die Gesamt-
zahl durch Multiplikation der Spermienkonzentra-
tion mit dem Gesamtvolumen des Ejakulates.

2.11.Hiassung einer niedrigen
Spermienzahl in grof3volumigen
Einweg-Zahlkammern
(Fluoreszenzmikroskopie)

Die Verwendung von grof$volumigen, 100 pm tie-
fen Z dhlkammern kann die Sensitivitit der Kon-
zentrationsbestimmung erh6 hen (C ooper et al

2006). Das grofivolumige Himozytometer hat zwei
100 pm tiefe Kammern, von denen jede 25 pl fasst.
Umden S tichprobenfehler zur eduzieren, m uss
eine gewisse Anzahl an Spermien (am besten 400

Kasten 2.12 Erreichen von 200 Spermien
pro Doppelzédhlung in einer 100 pm tiefen,
groBvolumigen Einweg-Zahlkammer
Wenn nur 1 Spermium pro HPF auf 4 nl im initialen
Nativpréparat zu finden ist, ergibt sich theoretisch
eine Menge von 0,25 Spermien pro nl (250 pro pl
oder 250.000 pro ml).

Eine groBvolumige Zdhlkammer fasst 25 pl, so-
dass sich 6.250 Spermien in ihr finden lieBen. Eine
1+ 1(1:2erdiinnung wiirde den Hintergrund und
die Spermienanzahl auf 3.125 po Kammer reduzie-
ren, so dass immer noch ein akzeptabel niedriger
Stichprobenfehler vorliegt.

aus D oppelbestimmungen von un gefihr 200) g e-
zahlt werden (» Kasten 2.7 und @ Tab. 2.2).
jakuftat gut mischen (> Kasten2.3 )
ubligntnehmen und 1+ 1 (1:2) mit Hoechst
3332 Bisbenzimid Fluorochrom enthaltendem
Diluent (1 mg/l) verdiinnen (» Abschn. 2.7.5 )
und dabei die Sicherheitsvorschriften aus Ab-
schnitt 2.8.2. beachten.

Eine 1 +1(1:2)-¥rdiinnung b ei P roben mi tw e-
niger als 2 Spermien in der initialen B eurteilung
(B Tab. 2.3) ist f ir unterschiedliche Spermienkon-
zentrationen geeignet, bis zu einer Obergrenze von
200 S permien inn erhalb der gesamten Z dhlkam-
mer (> Kasten 2.12 ).

chibiidarung

1. wd Aliquots der Ejakulatprobe 1+ 1(1:2)mit
Diluent, wie oben beschrieben, verdiinnen.

2.ed¢ der beiden Zihlkammern mit je 25 pl der
verdiinnten Doppelbestimmungen befiillen.

3. afHdmozytometer horizontal fiir 10-15
Minuten im Dunklen bei Raumtemperatur in
einer Feuchtkammer (z.B. nasses Filterpapier
in einer abgedeckten Petrischale) aufbewah-
ren, um ein Austrocknen zu verhindern. Die
immobilisierten Zellen werden wihrenddessen
auf dem Raster sedimentieren.

. 4 adHamozytometer unter einem Fluores-
zenzmikroskop und einem entsprechendem
dichroitischen Spiegel und Farbfilter bei 250fa-
cher Vergrofierung untersuchen.
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5. iMestens 200 Spermien pro Doppelbestim-
mung auszédhlen, um einen akzeptabel niedri-
gen Stichprobenfehler zu erhalten (» Kasten 2.7
und B Tab. 2.2).

6. uéfst die eine Zahlkammer Gesichtsfeld fiir
Gesichtsfeld untersuchen. In einer Ecke begin-
nen und entlang der X-Achse zur gegeniiber-
liegenden Seite weitergehen; dann ein Feld in
Richtung Y-Achse bewegen und die gesamte
X-Achse zuriick durchsuchen. In diesem Zick-
Zack-Verfahren fortfahren, um das gesamte
Aliquot komplett und systematisch abzu-
suchen (B Abb. 2.9). Mit den Augen auf dem
Objekttrager bleiben, wenn das Gesichtsfeld
gewechselt wird.

. 7 ielAnzahl der ausgezéhlten Gesichtsfelder bis
zum Erreichen von 200 Spermien muss do-
kumentiert werden. Die gleiche Anzahl muss
auch in der anderen Kammer des Himozyto-
meters ausgezahlt werden.

8. Anzaek Spermien und der ausgezihlten
Gesichtsfelder mit Hilfe eines Laborcounters
festhalten.

. 9 uwendung zur 2. Zahlkammer des Himozy-
tometers und Doppelbestimmung in derselben
Anzahl an Gesichtsfeldern (gleiches Volumen)
wie bei der ersten Probe, auch wenn nicht 200
Spermien erreicht werden.

10urSme und Differenz der beiden Ergebnisse
errechnen.

1.1 nkitteln, ob die Differenz akzeptabel, ist mit-
tels @ Tab. 2.5 (Erweiterung von 8 Tab. 2.4 um
niedrigere Spermienanzahl) oder @ Abb. 14.1 .
(Dort wird die maximal erlaubte Differenz
zwischen 2 Zahlungen dargestellt, die in 95%
der Proben nur wegen des Stichprobenfehlers
Zu erwarten ist.)

12.eMM die Differenz akzeptabel ist, wird die
Konzentration errechnet. Wenn die Differenz
zu grofd ist, miissen zwei neue Préiparate, wie
oben beschrieben, vorbereitet werden und
die Doppelbestimmungen wiederholt werden
(» Kasten 210 ).

3.1 utdhschnitt der Spermienkonzentration bis
auf eine Stelle nach dem Komma runden.

4.1 peSmiengesamtzahl pro Ejakulat errechnen.

Anmerkung

Spermien sind als helle fluoreszierende Punkte (kondensierte
Zellkerne) zu erkennen im Gegensatz zu leukozyten und Zel-
len, die keine Spermien sind, welche eine diffuse Fluoreszenz
(bedingt durch groBere Zellkerne) aufweisen (Zinaman et al.
1996).

Anmerkung

Wenn man sich bezliglich des F  luoreszenzsignals unsicher
ist, kann auf ein Phasenkontrastmikroskop gewechselt wer-
den, in dem der Spermienschwanz zu sehen ist.

ereghnung niedriger Spermienkonzen-
trationen im Ejakulat
Die Konzentration ergibt sich aus der Anzahl der
Spermien (N) g eteilt durch das Volumen der An-
zahl aller ausgezéhlten mikroskopischen Gesichts-
felder (n), wobei das Volumen eines Gesichtsfeldes
(v) wie in » Kasten 2.13berechnet wird, multipli-
ziert mit dem Verdiinnungsfaktor. So ergibt sich C
= (N/n)x(1/v) x Verdiinnungsfaktor.

Bei 250facher Vergroflerung ergibt sich ein Ge-
sichtsfeldvolumen von 8o nl ( » Kasten 2.13 )bei
einer 1+ 1(1:2)-V¥rdiinnung ergibt sich so eine Kon-
zentration von C = (N/n)x(1/80)x2 Spermien pro
nl = (N/n)x(1/40) Spermien pro nl (10° Spermien
pro ml Ejakulat).

Bei 400fac her V ergroflerung er gibt sic h ein
Gesichtsfeldvolumen von 20 nl (> Kasten 2.13 Bei
einer 1+ 1(1:2)-V¥rdiinnung ergibt sich so eine Kon-
zentration von C = (N/n)x(1/20)x2 Spermien pro
nl = (N/n)x(1/10) Spermien pro nl (10¢ Spermien
pro ml Ejakulat).

Wenn die g esamte Flic he b eider Z dhlkam-
mern des Himozytometers ausgezahlt wurde, wird
die Gesamtzahl der S permien durch das G esamt-
volumen b eider Kammern (50 pl) g eteilt und mi t
dem Verdiinnungsfaktor (2) m ultipliziert, um die
Konzentration von Spermien pro pl zu erhalten (in
Tausend pro ml Ejakulat).

ensitivRtdt der Methode
Bei w eniger al s 200 S permien p ro Z dhlkammer
liegt der Stichprobenfehler tiber 5%. Wenn weniger
als 400 S permien in b eiden Zahlkammern gefun-
den werden k 6nnen, muss der S tichprobenfehler
fur die gezdhlte Spermienzahl angegeben werden
(B Tab.2.2).
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Kasten 2.13 Gemessenes Volumen pro HPF in einer 100 um tiefen, groBvolumigen Einweg-

Zihlkammer

Ddgakulatvolumen pro mikro-
skopischem Gesichtsfeld ist ab-
héngig von dem Flacheninhalt
des Gesichtsfeldes (mr2, wobei
ungefahr 3,142 und r der Rdius des
mikroskopischen Gesichtsfeldes ist)
und der Kammertiefe (in diesem Fall
100pum).

Der Durchmesser eines mikro-
skopischen Gesichtsfeldes kann
entweder mit dem Objektmikro-
meter gemessen werden oder

Objektivlinse teilt.

Wenn weniger als 25 Spermien pro Kammer ge-
zahlt werden, liegt die K onzentration b ei < 2.000
Spermien p ro ml; dasistdie U ntergrenze der
Quantifizierung (LLQ) fiir einen Stichprobenfehler
von 20%, wenn gesamte Zihlkammer (25 ul) aisge-
zahlt wurde und eine 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung benutzt
wurde (Cooper et al 2006). Die Spermienanzahl ist
mit dem Vermerk zu v ersehen: »Zu wenige Sper-
mien fir eine exak te K onzentrationsbestimmung

gezdhlt (< 2.000/ml)«.

Kommentar

Wenn keine Spermien im unt ersuchten Aliquot zu
finden sind, bedeutet dies nicht unbedingt, dass im
gesamten Ejakulat keine Spermien vorhanden sind.

eRchnungsbeispiele

Beispiel 1: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung enthalt
die 1. D oppelbestimmung 2 10 S permien in 300
Gesichtsfeldern u nd d ie2 . D oppelbestimmung
300 Spermien in 300 G esichtsfeldern. Die Summe
(210+300) beider Werte ergibt 510 in 600 Gesichts-
feldern und die Differenz (300-210) betragt 90. Aus
@ Tab. 2.5 geht hervor, dass dieser Wert den erwar-
teten nur durch Zufall bedingten Unterschied (44)
tiberschreitet. D aher m iissen neue V erdiinnungs-
praparate angelegt werden.

Beispiel 2: Bei einer 1+1(1:2)-V¥rdiinnung ent-
hilt die 1. D oppelbestimmung 200 S permien in
400 G esichtsfeldern und die D oppelbestimmung
230 Spermien in 400 G esichtsfeldern. Die Summe
(200 +230) beider Werte ergibt 430 in 600 Gesichts-

errechnet werden, indem man den
Durchmesser der Okularlinsenoff-
nung durch die VergréBerung der

Bei einer 40fachen Objektiv-
und einer 10fachen Okulawergrof3e-
rung mit einer Offnung von 20 mm
ergibt sich ein Gesichtsfeld-Durch-
messer von ungefahr 500 um (20
mm/40). In diesem Fall ist r=250
um, r?=62.500 um? ,mr?=196.375um?

und das Volumen betréagt 19.637.500
um?3 oder ungefahr 20 nl.

Bei einer 25fachen Objektiv-
und einer 10fachen OkulawvergroBe-
rung mit einer Offnung von 25 mm
ergibt sich ein Gesichtsfeld-Durch-
messer von ungefahr 1.000 um (25
mm/25). In diesem Fall ist r=500
pm, r?=250.000 um? ,mir’=785.500
pum? und das Volumen betrégt
78.550.500 un¥ oder ungefahr 80 nl.

feldern und die Differenz (230-200) betragt 30. Aus
@ Tab. 2.5 geht hervor, dass dieser Wert geringer ist
als der nur durch Zufall bedingte Unterschied (41).
Also konnen die Werte akzeptiert werden.

Die Konzentration der Proben mit einer
1+1(1:2)-¥rdiinnung b etrigt C = (N/n)x(2/v)
Spermien pronl. Wenn v =20 nl en tspricht (b ei
400facher Vergroflerung, » Kasten 2.13 )jst C =
(430/800)x(2/20) =0,0538 Spermien/nl oder 54000
Spermien pro ml E jakulat (auf 1 Stelle nach dem
Komma gerundet).

Beispiel 3:B eieiner1 +1(1:2)-¥rdiinnung
enthdlt die 1. D oppelbestimmung 50 S permien in
der gesamten Z dhlkammer und die 2. Do ppelbe-
stimmung 70 Spermien in der gesamten Zahlkam-
mer. Die Summe (50 +70) beider Werte ergibt 120
in 2 Kammern und die Differenz (70-50) 20. A us
@ Tab. 2.5 geht hervor, dass dieser Wert geringer ist
als der nur durch Zufall bedingte Unterschied (21).
Also konnen die Werte akzeptiert werden.

Wenn das gesamte Gebiet beider Zahlkam-
mern (Gesamtvolumen 50 pl) ausgezahlt wurde,
ist die Spermienkonzentration der Probe mit einer
1 + 1(1:2)-8fdtinnung C = (N/50)x2 Spermien pro
ul = (120/39)x2=4,8 Spermien/pl 4.800 S permien
pro ml Ejakulat (auf 1 Stelle nach dem Komma ge-
rundet). Da weniger als 400 Spermien gezihlt wur-
den, muss der Stichprobenfehler fiir 120 Spermien
aus @ Tab. 2.2 angegeben werden (ungefdhr 10%).

Beispiel 4: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung ent-
halt die 1. Doppelbestimmung 20 S permien in der
gesamten Z dhlkammer und die 2. Do ppelbestim-
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mung 18 Spermien in der g esamten Z dhlkammer.
Da weniger als 25 Spermien gezihlt wurden, liegt
die K onzentration b ei <2.000 Spermien/ml. Es
wird do kumentiert: »38 S permien wur den in der
Doppelbestimmung gefunden, zu w enige fiir eine
exakte Konzentrationsbestimmung (< 2.000/ml)«.

Beispiel 5: Bei einer 1+ 1(1:2)-¥rdiinnung wer-
denink einer der D oppelbestimmung S permien
gefunden. Da weniger als 25 $ermien gezihlt wur-
den, liegt die Konzentration bei <2.000/ml. Es wird
dokumentiert »In der Doppelbestimmung wurden
keine Spermien gefunden, zu wenige fiir eine exak-
te Konzentrationsbestimmung (< 2.000/ml)«.

eBechnung der Spermiengesamtzahl

im Ejakulat

Es wird vorgeschlagen, die Spermiengesamtzahl zu
errechnen und zu do kumentieren, da sie ein M af3
fir die Leistungsfihigkeit des Hodens, Spermien zu
produzieren und fiir die Durchgéngigkeit der ablei-
tenden Samenwege ist. Man erhalt die Gesamtzahl
durch M ultiplikation der S permienkonzentration
mit dem Gesamtvolumen des Ejakulates.

2.12ahlung von Zellen, die keine
Spermien sind

Das Vorhandensein von Zellen, die keine Spermien
sind, kann auf einen testikularen Schaden (unreife
Keimzellen), einen pa thologischen Prozess in den
ableitenden Samenwegen (abgeschilferte Epithel-
zellen) o der eine En tziindung der akzess orischen
Driisen (Leukozyten) hinweisen. Die Anzahl der
Zellen im E jakulat, die k eine Spermien sind (E pi-
thelzellen, isolierte Spermienkdpfe und -s chwénze
sowie »Rundzellen«= Keimzellen und Leukozyten),
kann im fixierten Nativpréaparat mittels Himozyto-
meters wie b ei der S permienzéhlung, abgeschitzt
werden (» Abschn. 2.8.3). Allerdings ist die E jaku-
latprobe, die fiir die Spermienzéhlung addquat ver-
diinnt wurde, fiir die Zdhlung von anderen Zellen
oft zu hoch verdiinnt, es sei denn, sie liegen in einer
hohen Anzahl v or. Die P rivalenz von Rundzellen
in Relation zu S permien kann mittels der g efdrb-
ten Préparate berechnet werden (» Abschn. 2.12.1).
Alternativ kann die K onzentration auch wéhrend
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der Beurteilung der peroxidasepositiven Zellen be-
stimmt werden.

2.12.1Brechnung der Konzentration
von Rundzellen im Ejakulat

Die Konzentration von Rundzellen wird relativ zu
Spermien b erechnet, indem fixierte und g efirbte
Ausstriche a us un verdiinntem E jakulat beurteilt
werden (» Abschn. 2.13.). Wenn N die Anzahl von
Rundzellen ist, die in der selben Anzahlv on Ge-
sichtsfeldern wie 400 S permien g ezahlt wur den,
und S die Konzentration von Spermien (1¢° pro ml)
ist, dann kann die Konzentration C von Rundzellen
mit der Formel C =S x (N/400) berechnet werden.

2.12.8nsitivitdt der Methode

Wenn w eniger R undzellen als S permien in der
vorliegenden P robe g ezahlt w erden (z.B . <400),
tibersteigt der Stichprobenfehler 5%. In diesem Fall
wird der Stichprobenfehler fiir den entsprechenden
Wert angegeben (8 Tab. 2.2). Wenn weniger als 25
Rundzellen gezihlt werden, wird die S permienan-
zahl mit dem Vermerk versehen: »Zu wenige Rund-
zellen fiir eine exak te Konzentrationsbestimmung
gezdhlt«.

2.12.Brechnungsbeispiele

Beispiel 1: Die 1. D oppelbestimmung en thalt 2 1
Rundzellen auf 200 S permien und die 2. D oppel-
bestimmung 39 R undzellen a uf 200 S permien.
Die Summe (2 1+ 39) beider Werte er gibt 60 und
die Differenz (39-21) betrégt 18. Aus @ Tab. 2.5 geht
hervor, dass dieser Wert den erwarteten nur durch
Zufall b edingten U nterschied (1 5) iib erschreitet.
Daher miissen die Ergebnisse verworfen und neue
Berechnungen durchgefiihrt werden.

Beispiel 2: Die 1. Ibppelbestimmung enthalt 24
Rundzellen auf 200 S permien und die 2. D oppel-
bestimmung 36 Rundzellen auf 200 S permien. Die
Summe (24 +36) beider Werte er gibt 60 und die
Differenz (36-24) betrdgt 12. Aus 8 Tab. 2.5 geht her-
vor, dass dieser Wert geringer ist als der nur durch
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Zufall bedingte Unterschied (15). Also kénnen die
Werte akzeptiert werden.

Bei 60 Rundzellen auf 400 Spermien und einer
Spermienkonzentration von 70 x 16 pro ml ist die
Konzentration der R undzellen C =S x (N/400)
Zellen pro ml=70 x 160 X60/400)=10,5 x 10 Zellen
pro ml oder 10x 10° Zellen pro ml (auf 1 Selle nach
dem Komma gerundet). Da weniger als 400 Zellen
gezdhlt wurden, muss der Stichprobenfehler fiir 60
Zellen aus @ Tab. 2.2angegeben werden (ungefahr
13%).

Kommentar

Wenn die Konzentration von Rundzellen einen Wert
von 1 x 10pro ml iberschreitet, sollte die Ursache
fur dasv ermehrte Vorkommen mitt els P eroxida-
se-Aktivitat (» Abschn. 2.1&der Leukozytenmar-
kern (» Abschn. 3.2) gekldrt werden und die exakte
Konzentration angegeben we rden. Es ist moglich,
unreife Keimzellen in gut gefdrbt en Préparaten zu
identifizieren (» Abschn.2.19 ).

Kommentar

Die Gesamtzahl der Rundz ellen im Ejakulatk ann
den Schweregrad einer Entziindung oder den Sper-
mienzustand widerspiegeln. M an erhélt sie durc h
Multiplikation der Konz entration der Rundz ellen
mit dem Volumen des gesamten Ejakulates.

2.13 Spermienmorphologie

Die B estimmung der S permienmorphologie um-
fasst die f olgenden S chritte (die det ailliert in den
folgenden Unterabschnitten beschrieben werden):
erAigen eines Ausstrichs des Ejakulates auf
dem Objekttrager (» Abschn.2.13.2 )
ftthocknen, Fixieren und Farben des Objekt-
tragers (» Abschn. 2.14 )
edetken des Objekttragers mit einem Deck-
glas, wenn er fiir eine langere Zeit aufbewahrt
werden soll (» Abschn. 2.14.2und 2.14.2 .5)
eurf@ilung des Objekttrigers mit Hellfeld-
optik bei 1000facher Vergréfierung mit Olim-
mersion (» Abschn. 2.15und 2.16 )
vsaalon rund 200 Spermien pro Durch-
gang zur Bestimmung des Prozentanteils nor-
maler Formen (» Abschn. 2.15.1 ¢der des Pro-

zentanteils normaler und abnormaler Formen
(» Abschn.2.15.2 )

ergl¥ich der Doppelbestimmungsergebnisse
zur Beurteilung der Abweichungen. Bei akzep-
tabler Abweichung Fortsetzen der Kalkulation,
bei zu hoher Abweichung Wiederholung der
Analyse.

2.13.1DaKonzept normaler Spermien

Die variable Morphologie menschlicher Spermien
macht die B eurteilung s chwierig, a ber die s org-
faltige Analyse von Spermien aus dem w eiblichen
reproduktiven Trakt, insbesondere im postkoitalen
endozervikalen Mukus (Fredricsson u. Bjork 1977;
Menkveld et al. 1990) sowie von der Oberfliche der
Zona pellucida (Menkveld et al. 1991; Liu u. Baker
1992a) (@ Abb. 2.10 hat dazu beigetragen, das Aus-
sehen eines p otenziell fertilisierungsfahigen (und
damit morphologisch normalen) Spermiums zu de-
finieren. Durch die strikte Anwendung bestimmter
Kriterien a uf die S permienmorphologie k onnten
Korrelationen zwischen dem Prozentsatz normaler
Spermienformen und einig er Fertilititsparameter
(Zeit bis zum Eintritt einer S chwangerschaft [time
to pregnancy: TTP], Schwangerschaftsraten in vivo
und in vitro) nachgewiesen werden, die fiir die Pro-
gnose der Fertilitét hilfreich sein konnen (Eggert-
Kruse et al. 1996; Jouannet et al. 1988; Toner et al.
1995; Coetzee et al. 1998; Menkveld et al. 2001; Van
Waart et al. 2001; Garrett et al. 2003; Liu et al. 2003).
Die zugr unde lieg ende Philos ophie des K las-
sifikationssystems, das hier b eschrieben wird, hat
das Ziel, nur diejenig en S permien als no rmal zu
identifizieren, die der p otenziell fertilisierungsfa-
higen Subpopulation von Spermien, die im endo-
zervikalen M ukus nac hgewiesen w erden k 6nnen,
entsprechen. B ei An wendung dies er Ric htlinie
wird die S pannweite des P rozentanteils no rmaler
Spermien sowohl fiir fertile als auch infertile Man-
ner zwischen 0 und 30% lieg en, wobei nur wenige
Proben iiber 25% normale Spermien hinaus kom-
men (Menkveld et al. 2001). Dieser an sich niedrige
Wert wird unweigerlich zu niedrigen Untergrenzen
fithren. In der Tat sind Referenz- und Grenzberei-
che von 3-5% N ormalformen s owohl in S tudien
zur In-vitro-Fertilisation (Coetzee et al. 1998), in-
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B Abb. 2.10a-c

trauterinen I nsemination (Van Waart et al . 2001)
und In-vivo-Fertilitat (Van der Merwe et al. 2005)
nachgewiesen.

Die men schliche Z onap ellucidas elektiert
ebenfalls eine Subpopulation morphologisch dhnli-
cher Spermien, wenngleich diese von der Zona be-
vorzugten Spermien eine deutlich héhere Variabili-
tat der Formen aufweisen (Liu et al. 1990; Garrett
et al. 1997). Der Prozentanteil motiler Spermien im
Ejakulat von Vitern, die eine tiberwiegend von der
Zona »bevorzugte« Spermienmorphologie aufwei-
sen, ist ebenfalls niedrig (7-25%) (liu et al. 2004).

Mrphologisch »normale« Spermien. a, b Shorr-Farbung von Spermien der Zona pellucida in vitro. ¢
Papanicolaou-Férbung von Spermien aus dem postkoitalen endozervikalen Mukus. Sehr wenige Defekte am Spermienkopf,
Mittelsttick oder Halsstiick werden beobachtet. Schwénze diirfen gebogen, aber nicht scharf anguliert sein (a, b: Repro-
duziert von Liu et al. (2003) mit Erlaubnis der European Society of Human Reproduction and Embryology. c: mit Erlaubnis
reproduziert von Menkveld u. Kruger 1990)

2.13.Wrbereitung des
Ejakulatausstriches

Die rasche Zugabe von Fixans zum Ejakulat erlaubt
keine addquate Darstellung der S permien, da ihre
Morphologie d urch dena turierte S eminalproteine
verfalscht wird. Fiir die morphologische Analyse
wird iib licherweise zundc hst ein 1 uftgetrockneter
Ausstrich vorbereitet, der dann fixiert und gefarbt
wird. Aller dings f tihrt dies es P rozedere zu mo r-
phologischen Artefakten, da das Lufttrocknen von
Ejakulatausstrichen mit folgenden Verianderungen
assoziiert ist:
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D Abb.2.11a, b

——ig7

Ejakulatausstrichmethodefiir die Spermienmorphologie. a Fahnenausstrichmethode flir unverdiinntes

Ejakulat. Ein Ejakulattropfen (S) verteilt sich entlang der Riickkante des aufgesetzten Objekttragers und wird vorwarts Gber
den anderen Objekttrager ausgezogen, um den Ausstrich anzufertigen. b Pipettenmethode fiir gewaschene Ejakulatproben.
Ein Tropfen der Spermiensuspension (SS) wird durch eine horizontal aufgelegte Pipette (P) Uber die Oberflache des Objekt-

trdgers ausgezogen

eranderungen der Spermiendimensionen: ge-
trocknete, fixierte und gefirbte Spermien sind
kleiner als lebendige Spermien im Ejakulat
(Katz et al. 1986),

xpafision immaturer Spermienképfe (Soler et
al. 2000) und

erludt der osmotisch sensitiven zytoplasma-
tischen Tropfen (Abraham-Peskir et al. 2002;
Cooper et al. 2004), wenngleich grofie Mengen
von Uberschiissigem residualen Zytoplasma
zuriickbehalten werden.

Zwei oder mehr Ausstriche sollten von der frischen
Ejakulatprobe fiir den Fall angefertigt werden, dass
Probleme mit der Farbung auftreten oder ein Ob-
jekttrager zerbricht. Die Anal yse er folgt als D op-
pelbestimmung, vorzugsweise an jedem der beiden
Objekttrager, da durchaus erhebliche Unterschiede
zwischen den Objekttragern in der S permienmor-
phologie vorliegen kénnen.
as Hpakulat gut mischen (> Kasten2.3 ).
ofor$ ein Aliquot entnehmen, um den Sper-
mien keine Moglichkeit zu geben, in der Sus-
pension zu sedimentieren.
rnetlites Mischen der Probe vor Entnahme
des néchsten Aliquots.
ntefdchiedliche Ausstrichmethoden kénnen
in Abhéngigkeit von den Bedingungen zur An-
wendung kommen (8 Abb. 2.11).

Norm&jakulatproben
Hierbei wir d ein Aliq uot des E jakulates tib er die
gesamte Oberfliche des Objekttragers mit der Aus-
strichmethode verteilt (B Abb. 2.11a und Abh2.12).

1.  Reienigie zunichst die Oberfldchen der
beiden mattierten Objekttriger durch starkes
Rubbeln mit fusselfreiem Reinigungspapier.

2. esBhriften Sie den Objekttriger auf der mat-
tierten Flache mit den Identifikationsangaben
(z.B. Identifikationsnummer, Datum) mit
einem Bleistift mit mittelharter Mine (HB oder
Nr. 2).

3.ragen Sie ein 5-10-ul-Aliquot des Ejakulates,
in Abhéngigkeit von der Spermienkonzen-
tration, auf ein Ende des Objekttragers auf.
Nehmen Sie ein zweiten Objekttrager und
ziehen Sie den Tropfen entlang der Oberfliche
des Objekttrigers (B Abb.2.11a und Abh2.12).
Wenn es sich um einen nicht mattierten Ob-
jekttrager handelt, dann konnen mit diesem
insgesamt von beiden Enden des Objekttragers
aus 4 verschiedene Ausstriche ausgezogen
werden.

4. asken Sie die Objekttrager an der Luft trock-
nen und farben Sie wie in » Abschn. 2.14be-
schrieben.

Anmerkung
Bleistiftbeschriftung bleibt beim F ixieren und F drben stabil,
Tinte und einige Permanentmarker dagegen nicht.
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B Abb.2.12 Vorbereitung eines normalen Ejakulatausstrichs. Um ein Gefihl fiir die Bewegung zu bekommen, platzieren
Sie den Ausstreichobjekttrager in einem 45°-Winkel und bewegen Sie ihn, bis Sie Kontakt mit dem Ejakulattropfen bekom-
men (linker Bildabschnitt), der entlang der Objekttragerkante verlduft (mittlerer Bildabschnitt). Ziehen Sie den Ausstreich-
objekttrager langsam zuriick (ungefahr wahrend einer Sekunde) entlang der gesamten Lange des Objekttragers, um den
gewlinschten Ausstrich anzufertigen (rechter Bildabschnitt) (Fotos freundlicherweise tiberlassen von C. Brazil)

Anmerkung

Lassen Sie den Ejakulattr opfen nicht langer als ein paar S e-
kunden auf dem Objekttrager liegen, bev or Sie ihn ausstrei-
chen.

Anmerkung
Vergewissern Sie sich, dass Sie mit dem awveiten Objekttrager
den Tropfen ausziehen und nicht ausschieben.

Die Quali tat des A usstriches (mog lichst g eringes
Uberlagern der S permien a uf dem Ob jekttriger)
héngt ab:
om Volumen des Ejakulates und der Sper-
mienkonzentration: je weniger Spermien,
desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit, dass
sie einander tiberlagern;
om Winkel des aufliegenden, ausziehenden
Objekttragers (Hotchkiss 1945): je kleiner der
Winkel, desto diinner der Ausstrich;
on der Geschwindigkeit des Ausstreichens
(Eliasson 1971): je rascher die Bewegung, desto
dicker der Ausstrich.

Beginnen Sie mit einem Volumen von 10 pl, einem
Winkel von 45° und einer A usstrichzeit von 1 Se-
kunde. Diese Parameter konnen, wenn nétig, vari-
iert werden, um die Uberlagerung von Spermien zu
reduzieren (Menkveld et al . 1990). Die A usstrich-
methode funktioniert gut, wenn die Viskositét des
Ejakulates niedrig ist. Fiir sehr viskose Ejakulate ist
sie ungeeignet (8 Abb. 2.12).

a8 geringen Spermienkonzentrationen
(<2 x 16/ml), viskosen oder zellreichen Ejakulaten
oder b ei co mputerunterstiitzter M orphologieana-
lyse (» Abschn.3.5.4 Ronnen unterschiedliche Vor-
gehensweisen sinnvoll sein.

roBen mit geringen Spermienkonzen-
trationen
Bei geringen Spermienkonzentrationen (<2 x 16 /ml)
konzentrieren Sie die Probe:

1. erfrifugieren Sie die Probe bei 600 g fiir 10
Minuten.

2. thanen Sie den Uberstand.

. 3 esBspendieren Sie das Pellet in einem Rest
des Uberstandes durch sanftes Pipettieren.

4. er¥uchen Sie, die hchstmogliche Spermien-
konzentration zu erreichen, die allerdings
nicht 50 x 1¢ /mliiberschreiten sollte.

5. elAndeln Sie die Probe dann wie eine norma-
le Probe.

Anmerkung
Zentrifugation k ann die Spermienmorpholog ie v erdndern
und muss dokumentiert werden.

isk¥se Ejakulatproben

Manchmal ist es aufgrund einer erhohten Ejakulat-
viskositdt schwierig, einen guten Ausstrich anzufer-
tigen. Die erh6hte Viskositit kann zu ungleichmi-
ig dicken A usstrichen fiihren. Viskése E jakulat-
proben koénnen entweder wie schlecht liquifizierte
Proben behandelt oder gewaschen werden.
Anmerkung

Diese Prozeduren kénnen die Spermienmorpholog ie veran-
dern und miissen dokumentiert werden.
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asttien von zellreichen oder viskésen
Ejakulaten und Reduzieren von
Hintergrundartefakten fiir die
computerunterstiitzte Spermienmor-
phometrie
Zellen und gr o6fere zus ammenhangende P arti-
kel im E jakulat (wie in visk 6sen Proben) kénnen
dazu fithren, dass die S permien mit ihren Kopfen
an Ecken aufliegen und ihre Beurteilung erschwert
wird. Dies e P roben k 6nnen wie f olgt g ewaschen
werden:

. 1 er¥tinnen Sie ein Aliquot des Ejakulates
(0,2-0,5 ml, abhéngig von der Spermienkon-
zentration) mit 10 ml normaler Kochsalzl6-
sung (0,9 g Natriumchlorid, NaCl, auf 100 ml
destilliertes Wasser) bei Raumtemperatur.

2. erfrifugieren Sie bei 800 g fiir 10 Minuten.

. 3 elntieren Sie den Uberstand.

. 4 esBspendieren Sie das Pellet mit dem rest-
lichen Uberstand (typischerweise 20-40 pl)
durch sanftes Pipettieren.

5.erfigen Sie den Ausstrich an, indem Sie
5-10 pl der Spermiensuspension mit einer
Pasteurpipette auf einem Objekttriger aus-
streichen (8 Abb. 2.11b).

6. Aysibren Sie den Objekttriger mit einem
Phasenkontrastmikroskop bei 400facher Ver-
groflerung, um sicherzustellen, dass der Aus-
strich gleichméfig verteilt ist.

. 7 bé&fpriifen Sie, ob wenigstens 40 Spermien
bei 400facher Vergroflerung ohne Verklum-
pung oder Uberlagerung vorhanden sind.

8. rotknen Sie den Objekttrager an der Luft und
farben Sie wie in Abschnitt 2.14 beschrieben.

Anmerkung

Wenn zu viele Spermien auf dem Objekttrager sich tberla-
gern, fertigen Sie einen neuen Ausstrich mit einem kleineren
Aliquot der Ejakulatprobe an.

Anmerkung

Wenn zu wenige Spermien auf dem Objekttréger sind, ferti-
gen Sie einen neuen A usstrich mit einem g roBeren Aliquot
der Ejakulatprobe an.

Anmerkungen
Das Waschen der Probe kann die Spermienmorphologie ver-
andern und muss dokumentiert werden.

Kommentar

Die Hintergrundfarbung beim Ausstrich kann redu-
ziert werden, indem man die Ejakulatpr obe ldnger
als 30 M inuten liquifizieren lasst, bev or der A us-
strich angefertigt wird.

42.1 &Fbemethoden

Wenn die A usstriche ] uftgetrocknet sind, s ollten
sie fixiert und g efarbt werden, um die D etails der
Spermien darzustellen. Die Verwendung der Papa-
nicolaou-, der Shorr- oder der Diff-Quik-Farbung
wird empfohlen.

Alle drei Methoden firben in der A uflichtmi-
kroskopie den S permienkopf schwach blau in der
Akrosomenregion und dunkelblau in der postakro-
somalen Region. Das Mittelstiick kann eine gewisse
Rotfirbung zeigen, und der S chwanz ist en tweder
blau oder rotlich gefirbt. Uberschiissiges residuales
Zytoplasma, das gewohnlich hinter dem Kopf und
um das Mittelstiick herum lokalisiert ist, wird pink
oder r ot (P apanicolaou-Firbung) o der r 6tlich-
orange (Shorr-Firbung) angefirbt.

Kommentar

Rasche Farbemethoden, bei denen einTropfen Ejaku-
lat einem Fixans und einer Fdrbung bereits auf dem
Objekttrager beigemengt werden, sind kommerziell
erhaltlich. Diese sind jedoch nicht empf ehlenswert,
da sie aufgrund der fehlenden gleichméBigen Aus-
strichtechnik der Spermien auf dem Objekttrager
eine Beurteilung der Spermiendetails, die fiir die hier
beschriebene Klassifikation der Spermienmorpholo-
gie Voraussetzung sind, nicht erlauben.

2n hditionelle Fixierung und

sequentielle Farbung

Dieser Prozess besteht aus den folgenden Schritten:

- Ethanol umdie Zellen zu fixieren und
gleichzeitig zu dehydrieren;
- Ustei- zuschrittweisen Rehydrierung
gende bzw. der fixierten Ausstriche, um eine

Farbung mit dem wasserlos-
lichen Haematoxylin zu ermég-
lichen

absteigende
Ethanolreihe
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- Destillitas zuRehydrierung getrockneter
Wasser Ausstriche, um eine Farbung mit
dem wasserloslichen Haemato-
xylin zu ermdglichen;
- Haemaxkylin umden Kern blau zu farben
- eltungs- umungebundenes nukledres
wasser Haematoxylin zu entfernen
- evdiinnte umichtspezifisch gebundenes
Salzsdure Farbemittel aus dem Zytoplasma
(HCI) zu entfernen (entfarben)
- eltungs- um den Sauregehalt zu reduzie-
wasser ren und den Kern wieder blau
zu farben
- btt-Losung umdie Blauférbung des Kernes
wieder herzustellen (falls Lei-
tungswasser nicht ausreichend
ist)
- Ethanol unmdie Ausstriche zu dehydrie-
ren und die Farbung mit dem
Ethanol-16slichen Orange G/
EA-50 zu ermdglichen
- Orang@ unmdas Zytoplasma pink zu
farben
- AE50 (Poly- um das Zytoplasma pink zu
chrom) farben
- Uistei- um die gefarbten Ausstriche
gende bzw. schrittweise zu dehydrieren fiir

absteigende
Ethanolreihe

- y¥en

die Verwendung von Ethanol-
|16slichen Einbettmedien

zuMerwendung von Ethanol-
16slichem Einbettmedium

4.2 Ppanicolaou-Firbung fiir die
Spermienmorphologie

Die P apanicolaou-Féirbung erla ubt eine gu te F ar-
bung von Spermien und a nderen Zellen. Sie farbt
das Akrosom und die p ostakrosomale Region des
Kopfes, das iib erschiissige r esiduale Z ytoplasma,
das Mittelstiick und das Hauptstiick an. Die mo-
difizierte Farbetechnik, die hier b eschrieben wird,
ist nachweislich fiir die Analyse der Spermienmor-
phologie und die B eurteilung imma turer Keim-
zellen sowie anderer Zellen (» Bildtafeln 1-19 ver-
wendbar. Ro utineverfahren wur den mo difiziert,
um ohne Ather (als Fixans) oder Xylen (zum Ein-
betten) zu arbeiten (ESHRE/NAFA 2002). Objekt-
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Kasten 2.14 Einbettmedien

Objekttrager kdnnen eingebettet oder nicht ein-
gebettet (mit oder ohne Deckglas) mikroskopiert
werden. Das Einbetten der Objekttrager erlaubt
eine langfristige Aufbewahrung, so dass eine er-
neute Beurteilung, falls erforderlich, méglich ist,
sowie die Nutzung in der internen Qualitatskont-
rolle. Der Refraktionsindex (RI) der Einbettmedien
nach dem Trocknen (1,50-1,55) ist ahnlich wie der
von Glas (1,50-1,58). Die best optische Qualitat
wird mit der Olimmersionsmikroskopie erreicht
(ahnlicher RI 1,52).

trager, die mit der Papanicolaou-Technik gefirbt
wurden, k 6nnen la ngfristig ein gebettet und f {ir
zukiinftige Verwendung in internen Qualitétskon-
trollprogrammen aufgehoben werden. Wenn sie im
Dunkeln gelagert werden, sind sie f tir Monate bis
Jahre stabil.

Die folgende M ethode wur de v erwendet, um
die Bildtafeln von Objekttrigern in diesem Manual
anzufertigen, die in E thanol-unléslichem Einbett-
medium eingedeckt wurden.

Reagenzien
1. apBnicolaou-Firbebestandteile: Kommerziell
erhiltlich oder » Kap. 11 » Abschn. 11.10.

. 2 erdunnte Salzsdure (HCI): Fiigen Sie 1,0 ml
konzentrierter Salzsaure zu 200 ml des 70%
(v/v) Ethanols hinzu.

. 3 yl&: Ethanol, 1+ 1(1: 2): Mischen Sie gleiche
Anteile 100% Ethanol und Xylen.

Anmerkung
Xylen ist ein gesundheitsschadliches A gens und sollt e nur
unter einer Dunstabzugshaube verwendet werden.

Anmerkung

Ausstriche sollten mindestens 4 Stunden luftgetrocknet wer-
den. Sie kdnnen bis zu Woche aufbewahrt werden, bevor sie
fixiert und geféarbt werden.

ixidrung der luftgetrockneten
Ejakulatausstriche
1. Eimchen der Objekttriger in 95% (v/v)
Ethanol fiir mindestens 15 Minuten.
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arbung der fixierten Ejakulatausstriche
Die Objekttriger werden sukzessive eingetaucht in:

TEthanol 80% (v/v) 30 ekunden
2Ethanol 50% (v/v) 30 ekunden
3Aquadest 30 ekunden
4Harris-Haematoxylin 4 iMuten

5Aquadest 30 ekunden

6Verdiinnte Salzsaure 4- bis 8-mal eintau-

(Salzsaure, 0,25%) chen*
7Kaltes Leitungswasser 5 Muten
8Ethanol 50% (v/v) 30 ekunden
9Ethanol 80% (v/v) 30 ekunden

10. Ethanol 95% (v/v) mindestens 15 Mnuten

1D0range G 1 Mute

1ZEthanol 95% (v/v) 30 ekunden
1ZEthanol 95% (v/v) 30 ekunden
14thanol 95% (v/v) 30 ekunden
1%Rolychrom, EA-50 30 ekunden
1&thanol 95% 30 ekunden
1Ethanol 95% 30 ekunden
1&thanol 99% 30 ekunden
9. Ethanol 99% 30 ekunden

* Einmal Eintauchen fir jeweils ca. 1 Sekunde

Anmerkung

Ethanolfixierung deh ydriert Z ellen. Deshalb brauchen A us-
striche, die direkt von der Fixierung in 95% Ethanol in die Far-
bung genommen werden, nur 10 Sekunden in 80% Alkohol,
wahrend A usstriche, die nach der F ixierung luf tgetrocknet
sind, deutlich langer (2-3 Mnuten) in 50% Ethanol \erbleiben
miussen.

Anmerkung

Bei Schritt 6 beginnen Sie zundchst mit 4-mal Eintauchen und
fahren fort, bis die Ergebnisse zufriedenstellend sind. Es han-
delt sich hierbei um einen kritischen Schritt, da die Dauer des
Entfarbens erheblich das endgtiltige  Farbeergebnis beein-

flusst. Wird dieser Schritt ausgelassen, werden die Spermien
und der Hintergrund dunkel. Eine Erhéhung der Eintauchvor-
gdnge farbt Spermien und Hintergrund schwacher.

Anmerkung
Die Objekttrager kdnnen mit oder ohne Einbettung beurteilt
werden.

eh&nhdlung der gefarbten Ausstriche
vor dem Einbetten
Es gibt zwei Arten von Fliissigkeiten fiir das Ein-
betten der P réparate: E thanol-16sliche und E tha-
nol-unlosliche Einbettmedien.
erw¥nden Sie Ethanol-16sliches Einbett-
medium direkt auf den noch mit Ethanol be-
feuchteten Objekttriagern.
tir die Ethanol-unloslichen Einbettmedien
werden die Objekttrager direkt nach Schritt 19
unter einer Dunstabzugshaube wie folgt be-
arbeitet:
1. Xylen : Ethanol, 1+1 (1 : 2): fir 1 Minute
2Xylen 100%: fiir 1 Minute

Entfernen Sie einen nach dem anderen Objekttra-
ger aus dem Xylenbad und lassen Sie nur ein kurzes
Ablaufen fiir 1-2 S ekunden zu. D er Ob jekttriger
sollte noch feucht sein, wenn er eingebettet wird.

Einbettdar gefarbten
Ejakulatausstriche

1. elfén Sie zwei oder drei Tropfen des Einbett-
mediums auf den Objekttréiger.

2. fRlaren Sie ein Deckglas (24 x 50 mm oder
24 x 60 mm sind am einfachsten zu handha-
ben) direkt auf dem Ausstrich.

3. osRionieren Sie das Deckglas von einer der
Langsseiten mit Kontakt zum Einbettmedium,
sodass Lufteinschliisse vermieden werden.

4. allF notwendig, driicken Sie sanft auf das
Deckglas, um Luftblasen zu den Ecken zu
manaovrieren.

5. isdhen Sie tiberschiissiges Xylen unterhalb
des Objekttrigers weg.

6. asken Sie den eingebetteten und eingedeckten
Objekttrager waagerecht in einem entspre-
chenden Stinder oder auf einem absorbieren-
den Papier fiir 24 Stunden unter einer Dunst-
abzugshaube trocknen.

431 Shorr-&rbung fiir die
Spermienmorphologie

Die S horr-Farbung lief ert v ergleichbare P rozent-
anteile normaler Spermien wie die Papanicolaou-
Farbung (Meschede et al. 1993).
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Reagenzien

1. aidis-Haematoxylin: Papanicolaou Nr. 1.

2.ha$r-Losung: Fertig kaufen oder selber her-
stellen wie folgt: Losen Sie 4 g Shorr-Pulver in
220 ml warmem 50% Ethanol. Lassen Sie die
Losung abkiihlen, fiigen Sie 2,0 ml Eisessig im
Abzug hinzu und filtrieren.

3. er¥fiinnte Salzsédure: 25 ml Eisessig zu 75 ml
95% (v/v) Bthanol hinzugeben.

4.  Amniom-Alkohol: Fiigen Sie 5 ml von 25%
(v/v) Ammoniumhydroxid zu 95 ml 75% (v/v)
Ethanol hinzu.

ixiérung der luftgetrockneten
Ejakulatausstriche
Tauchen Sie die Objekttriger in verdiinnte Salzsdu-
re oder 75% (v/v) Fthanol fiir 1 Sunde.

arbung der fixierten Ejakulatausstriche
Sukzessives Eintauchen der Objekttriger in:

TFlieBendes Leitungs- 12bis 15-maleintauchen*

wasser

2Haematoxylin

3FlieBendes Leitungs-
wasser

4Ammonium-Alkohol

1-Minuten

12bis 15-maleintauchen*

10matintauchen

SFlieBendes Leitungs- 12bis 15-maleintauchen*

wasser

6Ethanol 50% (v/v) 5 Muten
7Shorr-Farbung 3-Minuten
8Ethanol 50% (v/v) 5 Muten
9Ethanol 75%(v/v) 5 Muten
10.Ethana85% (v/v) 5 Muten

* Einmal eintauchen fir jeweils ca. 1 Sekunde

Anmerkung
Die Objekttrager kdnnen eingebettet oder uneingebettet mi-
kroskopisch beurteilt werden.

Einbetdengefirbten
Ejakulatausstriche
Siehe » Abschn. 2.14.2 yBehandlung der gefirbten
Ausstriche vor dem Einbetten« und »Einbetten der
gefarbten Ejakulatausstriche«.
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4711 &hnellfairbemethoden fiir die
Spermienmorphologie

Schnellfirbemethoden s ind i nsbesondere fiir L a-
bore sinnvoll, die die Er gebnisse am Tag der E ja-
kulatanalyse b endtigen. Es gibt verschiedene Far-
besets (Kruger et al . 1987). Einige A usstriche, die
mit Schnellfirbemethoden gefirbt wurden, haben
eine hohe Hintergrundfirbung und eine geringere
Qualitit als die mit Papanicolaou gefarbten.

Reagenzien
1. adDiff-Quik-Schnellfirbekit besteht aus:
a.  Fixiagenz (Triarylmethan-Farbemittel,
aufgelost in Methanol)
. b drbelosung 1 (eosinophiles Xanthen)
c. drbelosung 2 (basophiles Thiazin)
2. Hiza1,8 mg Triarylmethan, aufgelost in
1000 ml 95% (v/v) Ethanol, optional
3. HisaMethanol 95% (v/v), optional

ixierung der luftgetrockneten

Ejakulatausstriche

Tauchen Sie die Ob jekttrager in T riarylmethanfi-
xans (wie im Diff-Quik-Kit b eigefiigt o der her ge-
stellt wie oben angegeben) fiir 15 Sekunden ein oder
in 95% Methanol allein fiir 1 Sunde. Uberschiissige
Losung a blaufen lass en, indem die Ob jekttriger
senkrecht auf einem a bsorbierenden Papier abge-
stellt werden.

arbung der fixierten Ejakulatausstriche
Sukzessives Eintauchen der Objekttréger in:

1Schnellférbel6- 10 ekunden
sung 1
2Schnellfarbels- 5 ekunden

sung 2

3FlieBendes Lei-
tungswasser

10- bis 15-malum Uberschiis-
sige Farbe abzusplilen

ebibhiissige Fliissigkeit bei jedem Schritt ablau-
fen lass en, indem die Ob jekttriger s enkrecht a uf
einem absorbierenden Papier platziert werden.
Anmerkung

Die Objekttrager konnen eingebettet oder uneingebettet mi-
kroskopisch beurteilt werden.
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Anmerkung

Liegt eine hohe H intergrundfarbung v or, dann sollt e ein Ali-
quot des Ejakulat es gewaschen so wie ein neuer Objekttrager
vorbereitet und geférbt w erden. Waschen kann die Spermien-
morphologie beeintréachtigen und muss dokumentiett werden.

Einbetdengefirbten
Ejakulatausstriche
Siehe » Abschn. 2.14.2 yBehandlung der gefirbten
Ausstriche vor dem Einbetten« und »Einbetten der
gefdrbten Ejakulatausstriche«.

2.15 Burteilung der gefiarbten
Praparate

Bei gefirbten Prdparaten sollte mindestens ein
%100 Olimmer sions-Hellfeld-Objektivund w e-
nigstens ein x10 Olular verwendet werden. Klarere
Bilder werden mit einem Fluid mit ahnlichem Re-
fraktionsindex (RI) der Zellen (von ungefahr 1,5)
und des Glas es (1,50-1,58) erreicht, w enn dies es
zwischen der L inse und dem nic ht ein gebetteten
Préparat oder dem Deckglas verwendet wird. Hier-
fir eignet sic h no rmalerweise I mmersions6l (RI
1,2). Ein bettmedien ha ben einen dhnlic hen Re-
fraktionsindex (1,50-1,55; » Kasten 2.14 ).

2.15Kllassifizierung der normalen
Spermienmorphologie

Die Beurteilung der Spermienmorphologie ist mit
zahlreichen Schwierigkeiten behaftet, die durch feh-
lende Ob jektivitdt, Variation in der I nterpretation
oder schlechtes Abschneiden in der externen Qua-
litatskontrolle verursacht werden (» Abschn.7.13.2).
Die hier em pfohlene M ethode istei ne ein fache
Unterscheidung in no rmal/abnormal mit der Op-
tion, die Abweichungen von der Norm genau zu
lokalisieren. Die nac hfolgenden K riterien s ollten
Anwendung finden bei der Beurteilung der norma-
len Morphologie der Spermien (Kruger et al. 1986;
Menkveld et al. 1990; Coetzee et al. 1998). Der ange-
gebene Referenzbereich (> Abschn. 2.17.3 it nur va-
lide, wenn die angegebene Technik verwendet wird.
Spermien bestehen aus einem Kopf, Hals, Mit-
telstiick und Schwanz (Anmerkung: Die WH O
kennt im Or iginal auch die U nterteilung in K opf,

Hals, M ittelstiick, H auptstiick und Endstiick, die
jedoch in der p raktischen @b lichen mo rphologi-
schen Beurteilung keine Relevanz besitzt und des-
wegen im Folgenden keine Anwendung findet.). Da
der Schwanz mit einem Lichtmikroskop schwer zu
sehen ist, k 6nnte man sagen, die Z elle setzt sich
zusammen a us K opf (und H als) und S chwanz
(Mittelstiick und S chwanz). Um als normal einge-
stuft zu werden, muss ein Spermium sowohl einen
normalen Kopf als auch einen normalen Schwanz
aufweisen. Alle grenzwertigen Formen sollten als
abnormal betrachtet werden.
er Kdpf sollte glatt, mit regelmifligen Kon-
turen und allgemein von ovaler Form sein. Es
sollte eine klar abgegrenzte Akrosomregion
vorhanden sein, die 40-70% des Kopfbereiches
umfasst (Menkveld et al. 2001). Die Akro-
somregion sollte keine grofSen Vakuolen und
nicht mehr als zwei kleine Vakuolen enthalten,
die nicht mehr als 20% des Spermienkopfes
einnehmen sollten. Die Postakrosomalregion
sollte keine Vakuolen enthalten.
as Mhittelstiick sollte schlank, regelmiflig und
etwa von derselben Lange wie der Spermien-
kopf sein. Die Hauptachse des Mittelstiicks
sollte in einer Linie mit der Hauptachse des
Spermienkopfes verlaufen. Residuales Zyto-
plasma wird lediglich dann als Anomalie
betrachtet, wenn tibermaf3ig viel davon vor-
handen ist, d.h. wenn mehr als ein Drittel der
Spermienkopfgrofie davon eingenommen wird
(Mortimer u. Menkveld 2001).
er Sohwanz sollte ein einheitliches Kaliber
iiber seine gesamte Lange aufweisen, diinner
als das Mittelstiick und etwa 45 pm lang sein
(ca. 10fache Kopflinge). Er kann eine Schleife
mit sich selbst bilden (8 Abb. 2.1a), darf je-
doch keinen scharfen Winkel als Hinweis auf
einen Geiflelbruch aufweisen.

Kommentar

Bei dieser Beur teilungstechnik ist die F  orm des
Spermienkopfes wichtiger als seine Gr  6Be, es sei
denn, diese ist eindeutig abnormal.

Kommentar
Bei der Unterscheidung normal und abnormal gro-
Ber Spermienkopf e k ann ein Okular-M ikrometer
nitzlich sein.



2.15 - Beurteilung der gefarbten Praparate

Kommentar
Die Kopfausmessung von 77 Papanicolaou-gefarb-
ten Spermien (gefarbt entsprechend des Protokolls
aus » Abschn.
nach den hier angegebenen K

2.14.2nd als normal klassifiziert
riterien), die mit
einem c omputergestiitzten S ystem ausgemessen
wurden (Variationskoeffizient fir wiederholte Mes-
sungen 2-7%) ergab die folgenden Maf3e: mediane
Lange 4,1 um, 95% Cl 3,7-4,7; mediane Bite 2,8 um,
95% Cl 2,5-3,2; medianesVerhaltnis Lange zu Breite
1,5,95% Cl 1,3-1,8.

Kommentar

Die M ittelstlick-Ausmessung v on 7 4 P apanicola-
ou-gefarbten Spermien (gefdrbt entspre chend des
Protokolls aus » Abschn.
sifiziert nach den hier angegebenen K riterien), die

2.14.2ndals normal klas-

mit demselben computergestiitzten System ausge-
messen wurden, ergab die folgenden Mal3e: media-
ne Lange 4,0 um, 95% Cl 3,3-5,2; mediane Beite 0,6
um, 95% C10,5-0,7.

Kommentar

Afgerollte Schwanze (>30°% 8 Abb 2.13 nKon-
nen ein Hinweis auf eine Nebenhodendy sfunktion
sein (Pelfrey et al. 1982).

Die B eurteilung einer no rmalen S permienmor-
phologie kann am besten erfolgen, wenn man die
feinen Formvariationen beim gesamten Spermium
erlernt (normale/grenzwertige Spermienkopfe und
-schwinze; siehe » Abschn. 2.16 Tafel 1-12 und die
Kommentare dazu).

2.1%lassifikation der abnormalen
Spermienmorphologie

Humane Sa menproben en thalten S permien mi t
verschiedensten Fehlbildungen. E ine fehlerhafte
Spermatogenese und einig e N ebenhodenpatho-
logien werden gewohnlich mit einem erhéhten
Prozentsatz abnormal geformter Spermien in Ver-
bindung g ebracht. Die mo rphologischen D efekte
treten iib licherweise k ombiniert a uf. A bnormale
Spermien verfiigen im Allgemeinen in Abhingig-
keit von der Ar t der Ano malietypen iiber ein g e-
ringeres Fertilisierungspotential und konnen auch
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eine abnormale D NA aufweisen. M orphologische
Defekte sind mit einer erhéhten DNA-Fragmen-
tierung (Gandini et al. 2000), einer erhohten In-
zidenz str uktureller Chr omosomenaberrationen
(Lee et al. 1996), immaturem Chromatin (Dadoune
et al. 1988) und Aneuploidie (Devillard et al. 2002;
Martin et al. 200 3) assoziiert. Daher wird der B e-
urteilung der Kopfform besondere Bedeutung bei-
gemessen, wenngleich auch der Spermienschwanz
(Mittelstiick und Schwanz) beurteilt wird.
Die folgenden Defektkategorien sollten Beach-
tung finden (@ Abb. 2.13):
== Kopfdefekte: grof} oder klein, kegelformig,
birnenférmig, rund, amorph, vakuolisiert
(mehr als zwei Vakuolen oder > 20%des
Kopfbereichs werden von ungefirbten Vaku-
olenbereichen eingenommen), Vakuolen in
der Postakrosomalregion, kleine oder grofie
Akrosomenbereiche (<40% oder > 70%des
Kopfbereiches), doppelte Kopfe oder jegliche
Kombination all dessen.
== Hals- und Mittelstiickdefekte: asymmetri-
scher Ansatz des Mittelstiicks am Kopf, dick
oder unregelméfSig, scharf gebogen, abnormal
diinn oder jegliche Kombination all dessen.
== Schwanzdefekte: kurz, mehrfach vorhanden,
gebrochen, glatte Haarnadelkurven, scharf ab-
gewinkelte Kurven, unregelméflige Breite, auf-
gerollt oder jegliche Kombination all dessen.
== Uberschiissiges residuales Zytoplasma (ex-
cess residual cytoplasm: ERC): Dies wird asso-
ziiert mit abnormalen Spermien, die aus einem
fehlerhaften Spermatogeneseprozess hervorge-
hen. Spermien, die charakterisiert sind durch
grofle Mengen unregelmaf3ig gefarbten Zyto-
plasmas (> ein Drittel der Spermienkopfgro-
Le), die hdufig assoziiert sind mit fehlerhaften
Mittelstiicken (Mortimer u. Menkveld 2001),
sind abnormal. Dieser abnormale Uberschuss
an Zytoplasma sollte nicht Zytoplasmatropf-
chen genannt werden (Cooper 2005).

Kommentar

Ytoplasmatrépfchen (membrangebundene Vesi-
kel auf dem M ittelstiick im Ber eich des Kopf-Hals-
Ubergangs) sind normaler Bestandt eil ph ysiolo-
gisch arbeit ender menschlicher Spermien. Sind
sie angeschwollen, so kdnnen sie sich entlang der
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A. Kopfdefekte

(a) (b) (@
langgezogen  piriform rund

B. Hals- und Mittelstiickdefekte

(9 (h) (i) (0)
abgeknickter asymmetrisch yerdickter ~ diinner
Halsansatz Ansatz Ansatz

(e) ()
vakuolisiert kleines
Akrosom

C. Schwanzdefekte

D. Uberschiissiges
residuales
Zytoplasma

(k) (0) (m) (n)
zu kurz gebogen geringelt > ein Drittel des
Kopfes

B Abb.2.13 Schematische Zeichnungen einiger abnormaler Formen menschlicher Spermien (modifiziert nach Kruger et al.

1993, reproduziert mit Erlaubnis von MQ Medical)

Lange des Mittelstlicks ausbreiten, wie durch Pha-
senkontrast-, Differenzialinterferenzkontrast- und
Réntgenmikroskopie lebender Z ellen im Ejakulat,
im Zervikalmukus und im M edium zu beobachten
ist (Abraham-Peskir et al. 2002; Fetic et al. 2006).

Kommentar

Zytoplasmatropfchen sind osmotisch empfindlich
und bleiben bei r outinemaBigen L ufttrocknungs-
prozeduren nicht gut erhalt en (Chantler u. Abra-
ham-Peskir 2004; Cooper et al. 2004). Sie sind in ge-
farbten Praparaten nicht deutlich zu erkennen und
kénnen dort als k leine Ausdehnungen des M ittel-
stlicks erscheinen. Z ytoplasmatropfchen sind w e-
niger als ein Dritt el so groB wie der Spermienkopf
in fixierten und gefdrbten Prdparaten (Mortimer u.
Menkveld 2001) und waden nicht als abnormal be-
trachtet.

2.Abildungen zur
Spermienmorphologie

Alle mikroskopischen Bildtafeln 1-¥ wurden nach
der s trikten A nwendung d er o ben g eschilderten
strengen morphologischen Kriterien beurteilt. Die
Analyse d er S permienmorphologie i st su bjektiv
und ganz besonders s chwierig zu st andardisieren.
Sie ziel ta uf die a rtifizielle U nterscheidung zwi-

schen normalen und abnormalen Zellen, und zwar
auf der B asis einer V ielzahl v on Cha rakteristika
von S permienkdpfen und -s chwiénzen. Die B ild-
tafeln wur den v on einem einzig en Exp erten, Dr.
Thinus Kruger, analysiert. Die Analysen wurden
unterfiittert mi t zus atzlichen K ommentaren, um

eine Einheitlichkeit der B eschreibungen aller A b-
normalitdten sicherzustellen.



2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

B Tab.2.6

Erlawrungen, die in den Kommentaren

zu den Bildtafeln 1-14/erwendung finden

< 40%acr

> 70%acr

> einDrittel

< einDrittel

> 2vac

abgeflacht

abnormal
amorph

Ansatz

bacilli
cD
geringelt
dedkt

degeneriere-
der Leukozyt

degeneriere-
des Spermium

dick
doppelt

epitheliale
Zelle
ERC

falls PP O.K.

Bkus

gebogen

irrg

weniger als 40% des Spermienkop-
fes sind vom Akrosom eingenom-
men

mehr als 70% des Spermienkopfes
sind vom Akrosom eingenommen

abnormales Zytoplasma (mehr als
ein Drittel der KopfgrofBe) (ERC =
excess residual cytoplasm)

abnormale<Zytoplasma (weniger
als ein Drittel der KopfgroBe) (ERC)

mehals 2 Vakuolen

Basis des Spermienkopfes nicht
oval

selbsérklarend
Kopfform (B Abb. 2.13d)

der Ansatz des Schwanzes ist zu
einer Seite der Langsachse des
Kopfes verschoben

Bakerien
Yytoplasmatropfen
selbserkldrend
selbserkldrend

selbse¢rklarend

selbserklarend

selbserklarend
selbserklarend

aus dem méannlichen duktalen
System

Uberschussigegesiduales Zyto-
plasma (excess residual cytoplasm)

nicht das gesamte Hauptsttick des
Spermiums ist in der Abbildung zu
sehen (aber falls es normal wére,
wirde das gesamte Spermium als
normal beurteilt)

auBerhalbdes Fokus (nicht be-
urteilt)

unnatdrlichscharfe Abknickung
(siehe Abb2.13 g und j)

unegelmaBig in den Umrissen
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B Tab.2.6 Fortsetzung

kin Akrosom éhlendes Akrosom

lein KopdroRe

Mkrophage phagaytierender Leukozyt
Mnozyt aganularer Leukozyt

nichbeurteilt vegen Uberlagerung oder
schlechtem Fokus

normal denerim endozervikalen Mukus
ahnlich

R vac ¥kuole in der postakrosomalen
Region

hhead keirbpermium; kein Chromatin
vorhanden

piriérm Kopfform (8 Abb. 2.13b)

polymorph polymorphkernigeteukozyt

rund Kopfform (B Abb. 2.13c)

gitenbild Spermiumvon der Seite gesehen

Spermatide immatue Keimzelle

Spermaodzyte immatue Keimzelle

langgesteckt Kopfform

tberlappend Uberlagerungder Képfe durch

Schwénze
umgeschla- der Schwanz ist um sich selbst
gen nach oben gebogen
vac ¥kuole
zdang selbserklarend
Ytoplasma entwveder Uiberschiissiges residua-

les Zytoplasma oder Zytoplasma-
tropfen, abhdngig von der Gré3e

Gegentiber jeder farbigen Bildtafel findet sich
eine Tabelle, die die M orphologieanalyse eines je-
den abgebildeten S permiums b eschreibt. Die T a-
belle gibt an, ob die Kopfform normal oder abnor-
mal ist, gib t D etailangaben zu den K opfabnorma-
litaten zusétzlich zur Form. Sie gibt Informationen
dartiber, ob das Mittelstiick oder Halsstiick normal
in der Form ist und ob das Spermium insgesamt
als normal angesehen werden kann. Weitere rele-
vante Anmerk ungen sind un ter »K ommentare«
aufgefithrt. Die Kommentare sind in der @ Tab. 2.6
genauer erldutert.
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Imetii Bildtafel 1

Mikroskopische Bilder freundlicherweise iiberlassen von C. Brazil.
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2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

orphblogiebeurteilung der Spermien in Bildtafel 1

Sper- Kopfform  Andere Kom- Mittelstiick Hauptstiick Gesamtspermien- Kommentare
mium mentare zum Kommentare = Kommentare klassifikation
Kopf

1 normal normal normal fallPP O.K.
2 normal normal normal fallPP O.K.
3 normal normal normal fallP O.K.
4 normal normal normal fallPP O.K.
5 normal normal normal fallPP O.K.
6 normal normal normal fallPP O.K.
7 normal normal normal fallPP O.K.
8 normal normal normal fallPP O.K.
9 normal normal normal fallPP O.K.
10 normal normal normal fallPP O.K.
1 normal normal normal fallPP O.K.
12 normal normal normal fallPP O.K.
13 normal normal normal fallPP O.K.
14 normal normal normal fallPP O.K
15 normal normal normal fallPP O.K.
16 normal normal normal fallPP O.K.
17 normal normal normal fallPP O.K.
18 normal normal normal fallPP O.K.
9 normal normal normal fallPP O.K.

20 normal normal normal fallPP O.K.
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LAk ER Bildtafel 2




2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 2

Sper-
mium

Kopfform

abnormal
abnormal

abnomal

bnormal
abnormal
bnormal
bnormal
bnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnornal
abnormal
normal
abnormal
bnormal
bnormal
bnormal
bnormal
bnormal
normal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnomal
abnormal
abnormal
abnomal
abnormal

abnormal

Andere Kom-
mentare zum
Kopf

piiform

piriérm

piriérm

>2 vac, PA vac
pifiorm

piriérm

R vac

> 2vac

> 70%acr

pifiorm
lein
lein

Mittelstiick Kom-
mentare

dick

ireg

gebogenirreg,
ERC

ik

Ansatz

dick
dickERC
ERC

dickAnsatz
bnormal
ek

ek

dick
dickgebogen
dick
dick
dick
dick
dick
dick
dick
dick
ERC
dick
dick

Hauptstiick
Kommentare

doppelt

gebogen

67

Gesamtspermien-

klassifikation

abnormal
abnormal

bnormal

bnormal
abnormal
bnormal
bnormal
bnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
bnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
bnormal
bnormal
bnormal
bnormal
bnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal
abnormal

abnormal

Kommen-
tare

gitenbild

> ein Drittel

> ein Drittel

> ein Drittel

> ein Drittel
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fm Mikrometer | Bildtafel 3

Mikroskopische Bilder freundlicherweise iberlassen von C. Brazil



69
2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 3

Sper- Kopfform Andere Kommen- Mittelstiick Hauptstiick Gesamtspermien-  Kom-
mium tare zum Kopf Kommentare Kommentare klassifikation mentare
1 abnormal langgestrekt dick abnormal

2 bnormal bnormal

3 abnormal ireg abnormal

4 abnormal rund abnormal

5 abnormal rund abnormal

6 abnormal langgesteckt abnormal

7 abnormal langgesteckt abnormal

8 abnormal amorph dick abnormal

abnormal rund dick abnormal

10 abnormal langgesteckt ireg, dick abnormal

1 - - 2 ellen

12 abnormal >2 vac, PA vac bnormal

3 bnormal bnormal

14 normal R vac abnormal

15 - - hhead

16 abnormal lein abnormal

17 abnormal gol} abnormal

18 normal dick abnormal

9 abnormal dick abnormal

20 abnormal > 2vac Ansatz abnormal

2 ormal > 70%acr bnormal

2 bnormal > 70%acr bnormal

2 bnormal <40% acr, klein bnormal

2 bnormal <40% acr, klein bnormal

3 bnormal <40% acr, klein bnormal

7] bnormal > 70%acr bnormal

2 bnormal <40% acr, > 2vac irrg abnormal

2 ormal > 2vac bnormal

29 abnormal langgesteckt abnormal

30 abnormal langgesteckt abnormal

31 abnormal langgestrekt abnormal

32 normal dick abnormal

33 normal dick abnormal

34 abnormal < 40%acr dick abnormal

35 abnormal dickgebogen abnormal

36 - - hhhead
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TR Bildtafel 4

Mikroskopische Bilder freundlicherweise iiberlassen von C. Brazil.
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orphoMgiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 4
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{10 Mikrometeq Bildtafel 5
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Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 5
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2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 6

Sper- Kopfform Andere Kom- Mittelstuick Hauptstiick Gesamtspermien- Kommen-
mium mentare zum Kommentare Kommentare klassifikation tare
Kopf

1 normal < 40%acr dick normal abnormal

2 normal dick abnormal

3 normal normal

4 abnormal dick abnormal

5 abnormal langgesteckt abnormal

6 nichklassifizierbar bnormales
Spermium

7 bnormal ik gringelt bnormal

8 Epithelelle

9 normal dickAnsatz abnormal

10 abnormal < 40%acr dick abnormal

11 normal dick abnormal

12 degenerie
rende Mak-
rophage?

13 polymorph

14 abnormal piriérm abnormal

15 normé normal

16 abnormal < 40%acr bnormal

17 abnormal rund nichgesehen abnormal feier Kopf?

18 abnormal dick abnormal

9 normal normal

20 normal normal fallPP O.K.

21 abnormal  abgeflacht abnormal

2 bacilli

23 normal dick abnormal

2 normal dick geringelt abnormal

25 abnormal amorph abnormal

26 Spermatide

27 polymorph
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2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 7

Sper-
mium

20

21

25

26

27

28

29

30

Kopf-
form

nomal

normal
normal
normal
normal
normal

normal

normé
abnormal
nornal
normal
normal
normal
normal
abnormal
abnormal
ormal
normal
nornal
abnormal
normal
bnormal
bnormal

normal

nornal
normal
nornal
abnormal

normal

Andere Kom- Mittelstlick Hauptstiick
mentare zum Kommentare Kommentare
Kopf
2 ac
dick
dick
va@an Ober-
flache
cD
dickERC
R vac umgeschlagen
R vac
R vac
< 40%acr dick
< 40%acr
dick kuz
dick
> 2vac
und
und
keirAkrosom geringelt
rund
R vac

77

Gesamtspermien-
klassifikation

nomal
normal
abnormal
normal
normal
abnormal

normal

normal
abnormal
normal
abnormal
normal
abnormal
abnormal
abnormal
bnormal
ormal
normal
abnormal
abnormal
bnormal
bnormal
bnormal

normal

normal
abnormal
normal
abnormal

abnormal

Kommen-
tare

fallPP O.K.

< einDrittel

> ein Drittel

fallPP O.K.

fallPP O.K.

Spermien-
kopfin Zy-
toplasma?
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Mrphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 8

Sper-
mium

20

21

23

Kopfform

normal
normal
abnormal
normal
normal
normal
normal
normal
normal
nornal
normal
normé
abnormal
normal
abnormal
normal
abnormal

nornal

normé
normal
abnormal
abnormal
normal
bnormal
ormal
ormal

ormal

bnormal
ormal

bnormal

Andere Kom- Mittelstiick Hauptstiick
mentare zum Kommentare Kommentare
Kopf
normal
> 2vac normal
langgesteckt
normal
dick
R vac
amorph defkt
> 70%acr dickERC
R vac

langgesteckt dickERC

abgeflacht dick
> 2vac
und
ack
ack
>2 vac,>70%
acr
> 70%acr

friform

Gesamtspermien-
klassifikation

normal
abnormal
abnormal
normal
normal
normal
normal
abnormal
normal
normal
abnormal
normal
abnormal
normal
abnormal
normal
abnormal

normal

normal
abnormal
abnormal
abnormal
bnormal
bnormal
bnormal
bnormal

bnormal

bnormal
bnormal

bnormal

Kommen-
tare

fallPP O.K.

fallPP O.K.

fallPP O.K.

fallPP O.K.

> einDrittel

Phhead

> ein Drittel
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Bildtafel 9




82 Kapitel 2 - Standardverfahren

Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 9

Sper- Kopfform  Andere Kommen-  Mittelstiick Hauptstiick Gesamtspermien- Kommentare
mium tare zum Kopf Kommentare Kommentare klassifikation

1 bnormal @ringelt bnormal

2 Uberlappend nichbeurteilt
3 bnormal < 40%acr bnormal

4 ormal ormal dlls PP O.K.

5 ormal ormal dlls PP O.K.

6 normal > 70%acr Ansatz abnormal

7 normal Ansatz abnormal

8 normal > 70%acr Ansatz abnormal

9 abnormal R vac abnormal

a ormal > 2vac dick abnormal

1 abnormal dickERC abnormal > ein Drittel
12 abnormal dickAnsatz, bnormal > ein Drittel

ERC

13 normal normal fallPP O.K.
14 abnormal dick abnormal

15 normal normal normal

16 abnormal abnormal

17 abnormal langgestrekt, 3 bnormal

vac, PA vac

8 ormal ormal

9 bnormal vac 20% bnormal

20 abnormal langgestrekt abnormal

21 normal R vac abnormal

2 abnormal  amorph gebogen abnormal

23 abnormal langgesteckt doppelt abnormal

2 abnormal R vac abnormal

3 ormal > 2vac bnormal

26 normal normal fallPP O.K.
27 nornal normal

28 normal normal fallPP O.K.
29 tberlappend nichbeurteilt
30 tberlappend nichbeurteilt
31 normal normal fallPP O.K.
32 normal normal fallPP O.K.
33 normal normal fallPP O.K.
34 normal dick dickgeringelt abnormal

35 abnormal 1&ite nicht oval abnormal

36 normal < 40%acr bnormal

37 tberlappend nichbeurteilt
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Bildtafel 10
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Morphologiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 10

Sper- Kopfform

mium
1 normal
2 normal
3 abnormal
4 normal
5 normal
6 abnomal
7 normal
8 normal
9 normal
10 abnormal
1 abnormal
12
13
14
15
16 abnormal
17 normal
18 nornal
] normal
20 normal
2 bnormal
2 ormal
23 abnormal
2
25 abnormal
2} bnormal
27 normal
28 abnormal
29 abnormal
30 abnormal

andere Kom-
mentare zum
Kopf

piriérm

piiform

3 vac
langgesteckt

langgesteckt,
< 40%acr

langgesteckt

anorph

langgestrekt

Uberlappend

langgestrekt

anorph

amorph

R vac

Mittelstiick Hauptstiick
Kommentare Kommentare
Ansatz
dick
ERC gebogen
dickERC
gebogen
dick gebogen
ik, ERC
dick
dick
dick

Gesamtspermien-
klassifikation

abnormal
normal
abnormal
normal
abnormal
albormal
normal
normal
abnormal
abnormal

abnormal

abnormal
normal
normal
normal
normal
bnormal
ormal

abnormal

abnormal
bnormal

abnormal
abnormal
abnormal

abnormal

Kommen-
tare

fallPP O.K.

> ein Drittel

> ein Drittel

Mnozyt
polymorph
polymorph

Mnozyt

fallPP O.K.

fallPP O.K.

dlls PP O.K.

nichbe-
urteilt

> ein Drittel
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Bildtafel 11

se tiberlassen von C. Brazil.




2.16 - Abbildungen zur Spermienmorphologie

orphoMgiebeurteilung der Spermien auf Bildtafel 11

Sper-
mium

10
11

12

14
15
16

17

20
21

23

25
26
27
28
29
30
31
32
33

Kopfform

abnormal
abnormal
normal
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2.17 Aalyse eines

Ejakulatausstriches

2.17.1Burteilung der normalen
Spermienmorphologie

Es ka nn a usreichend s ein, den An teil no rmaler
Spermien zu b estimmen. M it dies em P aradigma
zur B estimmung der S permienmorphologie w er-
den die f unktionellen Regionen eines S permiums
betrachtet. Es ist unno tig, zwis chen den v erschie-
denen Variationen der Kopfgrofle, den verschiede-
nen Formen der Mittelstiicke und der D efekte des
Schwanzes zu unterscheiden.

Jedes a uswertbare S permium in syst ematisch
ausgewdhlten Ausschnitten des je weiligen Objekt-
tragers wird morphologisch beurteilt, um eine s e-
lektive Auswertung von ausgewéhlten Spermien zu
vermeiden.

ertd Sie den Objekttrager im Hellfeld bei
einer x1000 Vergroflerung mit Immersionsol
aus.

ertdN Sie jedes Spermium in jedem Blick-
teld aus, wobei Sie unter dem Mikroskop von

Blickfeld zu Blickfeld wandern.

ertdN Sie mindestens 200 Spermien in

Doppelbestimmung aus, um einen akzepta-

bel niedrigen Beurteilungsfehler zu erzielen

(» Kasten2.5 ).

ahléh Sie die Anzahl normaler und abnorma-
ler Spermien mit Hilfe eines Laborzihlers aus.
iedé¥holen Sie die Beurteilung von wenigs-
tens 200 Spermien, vorzugsweise auf dem
Objektttrager zur Doppelbestimmung, alter-
nativ auf demselben Objekttrager.
ergl¥ichen Sie die Prozentanteile der Normal-
formen von zwei unabhéngigen Analysen.
alkdieren Sie den Durchschnitt und die

Unterschiede zwischen den Prozentanteilen

der Normalformen der Doppelbestimmung.

estiBimen Sie die Akzeptanz der Unterschie-

de nach @ Tab. 2.1oder » Kap. 14 B8 Abb. 14.2 .

(Diese zeigen jeweils die maximalen Unter-

schiede zwischen zwei Prozentangaben, die

alleine aufgrund eines Probenfehlers in 95%

der zu analysierenden Proben auftreten.)

eniWler Unterschied zwischen den Prozent-
angaben akzeptabel ist, wird der durchschnitt-

liche Prozentwert morphologisch normaler
Spermien dokumentiert. Wenn der Unter-
schied zu hoch ist, muss die Messung mit
demselben Objekttriger wiederholt werden
(» Kasten2.6 ).

okumentieren Sie die durchschnittliche Pro-
zentzahl normaler Formen in ganzen Zahlen-
werten.

Anmerkung

Analysien Sie nur v ollstandige Spermien, die dur ch
das Vorhandensein eines Kopf esundeinesS chwanzes
(» Abschn. 2.7.3définiert sind, da auch nurv ollsténdige
Spermien bei der Bestimmung der Spermienkonz entration
beriicksichtigt werden. Zahlen Sie keine unreifen Keimzellen
(runde Spermatiden).

Anmerkung

Beurteilen Sie sich Uberlappende/iiberlagernde Spermien
und solche, die mit dem Kopf auf der Seite liegen, nicht.
Diese konnen nicht korr ekt beur teilt w erden.| n einem
guten A usstrich sollt en diese auch gar nicht v orkommen
(» Abschn. 2.13.kéhnen aber vorkommen, wenn Zelldebris
oder grofere grobkdrnige Ejakulatbestandteile vorliegen
wie z.B. in viskdsem Ejakulat. Diese P roben sollten zunachst
gewaschen werden, und die A usstriche sollten vor dem Far-
ben vorbeurteilt werden.

2.178beitsbeispiel

Beispiel 1: Der Prozentsatz morphologisch norma-
ler Spermien in der Doppelbestimmung von je 200
Spermien sind 18 und 9. Der aufgerundete Mittel-
wert ist 14% und die Differenz 9%. Von @ Tab. 2.1ist
abzulesen, dass bei einem Mittelwert von 14% eine
Differenz von 7% als zufillig g egeben zu er warten
ist. Da die bestimmte Differenz hoher ist, m tissen
die Ergebnisse verworfen und die Objekttriger neu
in einer Doppelbestimmung analysiert werden.

Beispiel 2: D er P rozentsatz mo rphologisch
normaler S permieninder D  oppelbestimmung
von 200 S permien sind 10 und 1 4. D er Dur ch-
schnittswert betrdgt 12% und die Differenz 4%. In
der @ Tab. 2.1ist abzulesen, dass bei einem Durch-
schnittwert von 12% eine Differenz bis zu 7% zu
erwarten ist. Da die bestimmte Differenz unter die-
sem Wert liegt, ka nn das Er gebnis verwertet und
der Mittelwert dokumentiert werden, in diesem
Fall 12% namale Formen.
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2.17.9beitsbeispiel

Der un tere Ref erenzbereich fiir no rmale F ormen
liegt bei 4% (5te Perzentile, 95% CI 3,0-4,0).

Kommentar

Die Gesamtzahl morphologisch normaler Spermien
im Ejakulat hat eine biolog ische Signifikanz. Diese
wird durch die Multiplik ation der Gesamtzahl der
Spermien im Ejakulat mit dem Prozentsatz der Nor-
malformen bestimmt.

2.17.Bstimmung der abnormalen
Spermienmorphologie

Die K ategorisierung aller a bnormalen S permien-
formen ist moglicherweise fiir die Diagnostik oder
Forschung von Vorteil. Falls dies gewiinscht wird,
so sind die Defekte zu dokumentieren und der Pro-
zentsatz der K opf- (%H), M ittelstiick- (%M) o der
Hauptstiickdefekte (%P) sowie des {ib erschiissigen
residuellen Zytoplasmas (%C) zu kalkulieren.

Ein Mehrfach-Zahler sollte verwendet werden,
mit je weils einer T aste fiir normale und einer f iir
abnormale Spermien sowie jeweils einer Taste fir
die vier verschiedenen Kategorien der Abweichun-
gen (H, M, P ,C). Eins olcher Z dhler erla ubt es,
nicht nur jedes S permium einmal zu zih len, son-
dern jede Abweichung separat zu zdhlen.

on dér endgiiltigen Gesamtanalyse von 400

Spermien wird der Prozentsatz normaler und

abnormaler Spermien (beide Zahlen sollten

zusammen 100% ergeben) bestimmt sowie der

Prozentsatz fiir jede Kategorie der Abweichun-

gen, z.B. %H, %M, %P und %C (diese Zahlen

addieren sich nicht auf 100%).

er Hdozentsatz von Spermien in den ver-
schiedenen abnormalen Kategorien wird er-
mittelt, indem die Gesamtzahl der abnormalen

Spermien eines spezifischen Defektes geteilt

wird durch die Gesamtzahl der normalen und

abnormalen Spermien x100. Diese Zahlen
konnen auch verwendet werden, um Mehr-
fach-Anomalieindizes (» Abschn. 3.1 3u be-
stimmen.

Von 200 Spermien, die mittels eines 6fach-Zéhlers
in der ersten Zihlung ausgezéhlt wurden, sind 42
Spermien normal und 158 abnormal. Von den 158
abnormalen Spermien haben 140 Kopfdefekte, 102
Mittelstiickdefekte und 30 H auptstiickdefekte s o-
wie 44 tiberschiissiges residuelles Zytoplasma. Die
Ergebnisse der Doppelbestimmung 2 ergeben 36
normale und 164 abnormale Spermien, von denen
122 Kopfdefekte, 108 M ittelstiickdefekte und 22
Hauptstiickdefekte a ufweisen s owie 36 mi t iib er-
schiissigem residuellen Zytoplasma.

Fiir die Beurteilung der Validitat der Daten wer-
den nur die Normalformen der Doppelbestimmung
verwendet. Zdhlung 1 weist 21% namale Spermien
aus und die Zdhlung 2 18%. Der Mittelwert betragt
20% (exakt 19,5%, aufgerundet auf 20%), die Diffe-
renz betrdgt 3%. Die @ Tab. 2.1weist aus, dass b ei
einem Mittelwert von 20% eine Differenz von bis
zu 8% als zufillig erwartet wird. Da die vorliegende
Differenz darunter liegt, wird das Er gebnis akzep-
tiert und die Mittelwerte dokumentiert:

Normale Formen (42 + 36)/400=20%, abnor-
male Kopfformen (140 + 122)/400=66%, Mittel-
stiickdefekte (102 + 108)/400=53%, abnormale
Hauptstiicke (30 + 22)/400=13% und der Prozent-
satz v on iib erschiissigem r esiduellen Z ytoplasma
(44 + 36)/400=20%.

Anmerkung

Diese Kategorieren addieren sich nicht auf 100% auf da jede
Abnormalitét separat dokumentier t wir d und einige Sper-
mien Mehrfachdefekte aufweisen.

Kommentar

Eine noch detaillier tere Analy se der abnormalen

Spermien, die mit v erschiedenen | ndizes die Zahl
der Abnormalitdten in jeder Reg ion pro abnorma-
lem Spermium erfassen, wird in » Abschn. 3.1vbr-

gestellt.

2.17Burteilung spezifischer
Spermiendefekte

Gelegentlich haben viele S permien einen spezi-
fischen s trukturellen D efekt. Z um B eispiel k ann
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die A usbildung des Akr osoms fehlen, so dass ein

Defekt des kleinen runden Kopfes bzw. eine Globo-
zoospermie resultieren. Wenn die Basalplatte nicht
an den N ukleus gegeniiber dem Akr osom bei der
Spermiation bindet, dann wird der S permienkopf
absorbiert und nur Spermienschwinze sind im Fa-
kulat nachweisbar (Pinheads).

Anmerkung
Pinheads (freie Schwanze) werden nicht als Kopf defekte ge-
wertet, da sie kein Chramatin oder Kopfstrukturen aufweisen.

Anmerkung

Weil Pinheads (freie Schwanze) und freie Kopfe nicht als Sper-
mien gezahlt we rden (ein Spermium hat definitionsgemaf
einen Kopf und einen S chwanz, » Abschn. 2.7.3wgrden sie
auch nicht als Spermienabnormalitdt angesehen.

Minner, deren Spermien in ihrer Gesamtheit einen
dieser D efekte aufweisen, sind n ormalerweise in-
fertil. Diese Fille sind rar, aber sie sollten zuverlés-
sig identifiziert und korrekt dokumentiert werden.
Deshalb werden s olche sp ezifischen Spermiende-
fekte auch entsprechend festgehalten, z.B. als freie
Spermienkdpfe, Pinheads (freie Schwinze), fehlen-
des Akrosom.

Wenn viele s olcher D efekte v orliegen, da nn
kann ihre Privalenz in B ezug auf die G esamtheit
der Spermien festgestellt werden. Wenn N der Zahl
der Zellen mit D efekten entspricht und innerhalb
der 400 analysierten Spermien gezahlt wird und S
die Konzentration der S permien ist (106 pro ml),
dann ist die Konzentration (10° pro ml) der Defekte
wie folgt zu berechnen: C =S x (N/400).

2.18 Burteilung der Leukozyten im
Ejakulat

Leukozyten, vor allem p olymorphkernige L euko-
zyten (PMN, N eutrophile), sind in den meist en
menschlichen E jakulaten v orhanden (T omlinson
etal . 1993; ] ohanisson et al .2000).S iek onnen
manchmal in der Papanicolaou-Firbung von Sper-
matiden und Spermatozyten im Ausstrich differen-
ziert werden (» Abschn.2.14.2 Die Differenzierung
basiert auf der unterschiedlichen Anfirbung, der
Kerngrofle und der F orm (Johanisson et al. 2000)
(» Bildtafel 6, 10, 11, 12, 13, 14). Polymorphkerni-
ge L eukozyten k 6nnen mo rphologisch leic ht mi t

multinukledren S permatiden verwechselt werden,
farben sich jedoch eher bldulich im Gegensatz zu
den eher p inkfarbenen S permatiden ( Johanisson
etal. 2000). Die Kerngrofle kann ebenfalls bei der
Identifikation helfen: Der Kern eines Monozyten
weist eine grofle Variabilitit in der Kerngrof3e auf,
von annédhernd 7 um fiir Lymphozyten bis zu iiber
I5 pm f ir M akrophagen. Dies e G roflenangaben
sind nur Richtwerte, da die Degeneration und die
Zellteilung die Grofle des Kerns verdndern.

Es gibt verschiedene andere Techniken fiir die
Quantifizierung von L eukozyten im E jakulat. D a
Peroxidase-positive G ranulozyten die hd ufigste
Form der L eukozyten im E jakulat da rstellen, ist
als Ro utineverfahren der A ssay zur B estimmung
der P eroxidaseaktivitat f {ir dasini tiale S cree-
ning niitzlich (Wolff 1995; Johanisson et al . 2000)
(» Abschn.2.18.1 ).

Dariiber hinaus konnen Leukozyten mit Hilfe
der zeitaufwendigen und t euren I mmunhistoche-
mie gegen Leukozyten- und Spermienantigene dif-
ferenziert werden (Homyk et al 1990; Eggert-Kruse
et al. 1992) (» Abschn.3.2 ).

2.18.1@lluldre Peroxidase-Farbung
mit Ortho-Toluidin

Dieser Test geht schnell, ist p reiswert, und er ist
niitzlich b eim initialen S creening a uf G ranulozy-
ten.

riRzip
Traditionell w erden L eukozyten im men schli-
chen E jakulat nac h hist ochemischer A ufarbei-
tung z ur D arstellung d es P eroxidaseenzyms, d as
charakteristisch fiir G ranulozyten ist, a usgezéhlt
(8 Abb. 2.19. Diese Technik hat den Vorteil, relativ
einfach durchfiihrbar zu s ein, aber sie ka nn nicht
die folgenden Zellformen erkennen:
tivigdete polymorphkernige Leukozyten, die
bereits ihre Granula freigesetzt haben und
ndere Leukozytenformen, wie z.B. Lympho-
zyten, Makrophagen und Monozyten, die kei-
ne Peroxidase enthalten.

Der Test kann sinnvoll sein bei der Unterscheidung
polymorphkerniger L eukozyten v on P eroxidase-
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B Abb.2.14  @&oxidase-positive und -negative Zellen im
menschlichen Ejakulat. Ein Peroxidase-positiver Granulozyt
(P) (braune Farbung) und eine Peroxidase-negative Rund-
zelle (N). Maf3stabsbalken 10 um (Mikroskopische Aufnahme
freundlicherweise tiberlassen von T.G. Cooper)

freien multinukledren Spermatiden (Johanisson et
al. 2000). Der Assay basiert auf der Publikation von
Nahoum u. Cardozo (1980). Ein entsprechendes Kit
ist kommerziell verfiigbar.

Reagenzien

1. hd3phatpuffer, 67 mmol/l, pH 6,0: Losen Sie
9,47 g Sodiumhydrogenphosphat (Na, HPQ, )
in 1000 ml destilliertem Wasser und 9,08 g
Kaliumdihydrogenphosphat (KH, PQ, )in
1000 ml destilliertem Wasser. Fiigen Sie die
Loésungen zusammen (ca. 12 ml Na, HPQ, -
Losung zu 88 ml KH, PO,-Losung), bis der pH
bei 6,0 liegt.

2. edattigte Ammoniumchlorid (NH, CI)-15-
sung herstellen: Fiigen Sie 250 g NH, CLzu
1000 ml destilliertem Wasser hinzu.

3. Bdsumethylendiamintetraacetic-Sdure
(Na,EDTA) 148 mmol/l: Losen Sie 50 g/l in
Phosphatpuffer (pH 6,0) wie unter Schritt 1
vorbereitet.

4.ubStrat: Losen Sie 2,5 mg O-Toluidin in 10 ml
von 0,9% (9 g/1) Salzlosung.

5. ydiogenperoxidase (H, Q) 30% (v/v): wie
vorgegeben.

6. elfBauchslosung: Fiigen Sie zu 9 ml O-Tolu-
idin-Substrat 1 ml gesittigte NH, Cl-Iésung,

1 ml 148 mmol/l Na,EDTA und 10 pl der 30%
(v/v) H, Q und mischen Sie gut. Diese Losung
kann bis zu 24 Stunden nach Vorbereitung
verwendet werden.

97 2

Anmerkung

Die Internationale Agency for Research on Cancer (IARC 082)
hat festgestellt, dass Ortho-Toluidin aus praktischen Griinden
als karzinogen fiir den M enschen eingestuft werden sollte.
Deshalb sollten entsprechende SicherheitsmaBnahmen ein-
gehalten werden (» Kap. 9).

dhéiiithrung

1. isvhen Sie die Ejakulatprobe gut (» Kas-
ten23 ).

. 2 elnen Sie ein 0,1 ml Aliquot des Ejakulates
und mischen Sie mit 0,9 ml der Gebrauchslo-
sung (1 + 9(1:10Verdiinnung).

. 3 ortéxen Sie die Spermiensuspension sanft fiir
10 Sekunden und inkubieren Sie bei Raum-
temperatur fiir 20-30 Minuten. Alternativ
kann die Losung auch kontinuierlich mit
einem Schiittler geriittelt werden.

4. Iohmischen Sie erneut die Ejakulatprobe
vor der Entnahme des Aliquots fiir die Dop-
pelbestimmung und mischen Sie mit der Ge-
brauchslosung wie zuvor beschrieben.

esBimmung der Peroxidase-positiven
Zellzahl im Hamozytometer
.1 adN 20 bis 30 Minuten mischen Sie die Sper-
miensuspension erneut und befiillen jede Seite
des Himozytometers mit einer der Doppelbe-
stimmungsproben.

2. asken Sie das Himozytometer horizontal fiir
mindestens 4 Minuten bei Raumtemperatur in
einer feuchten Kammer ruhen (z.B. wasserge-
tranktes Filterpapier in einer bedeckten Petri-
schale), um ein Austrocknen zu verhindern
und den Zellen die Moglichkeit zu geben, sich
Zu setzen.

3. Aysibren Sie die Probe unter einem Phasen-
kontrastmikroskop mit einer x200 oder x400
Vergrofierung.

4. allen Sie wenigstens 200 Peroxidase-positive
Zellen in jeder Probe, um einen akzeptablen
Zahlfehler zu erreichen (» Kasten 2.7 und
B Tab. 2.2). Peroxidase-positive Zellen sind
braun angefarbt, wihrend Peroxidase-negative
Zellen ungeférbt sind (8 Abb. 2.14).

5. nfrsuchen Sie eine Kammer, Quadrat fiir
Quadrat, und setzen Sie die Zahlung fort, bis
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wenigstens 200 Peroxidase-positive Zellen aus-
gewertet wurden und ein komplettes Zahlnetz
(25 Quadarate) analysiert wurde. Die Zihlung
muss ein komplettes Zihlnetz erfassen und
sollte nicht in der Mitte gestoppt werden.

6. ofiéren Sie die Zahl der Quadrate, die er-
forderlich waren, um wenigstens 200 Per-
oxidase-positive Zellen auszuzahlen. Dieselbe
Zahl wird in der zweiten Kammer ausgezihlt
werden.

. 7 oftéren Sie die Zahl der Peroxidase-positiven
Zellen und die Zahl der Quadrate mit dem
Laborzéhler.

8. edNseln Sie zur zweiten Kammer des Himo-
zytometers und fithren Sie die Doppelbestim-
mung durch mit derselben Zahl an Quadraten,
auch wenn weniger als 200 Peroxidase-positive
Zellen gefunden werden.

9. alKulieren Sie die Summe und die Differenz
der beiden Zihlergebnisse Peroxidase-positi-
ver Zellen.

10esBmmen Sie die Akzeptanz des Zihlfehlers
aus der Differenz entsprechend B Tab. 2.5 oder
B Abb. 14.1 (Hier wird der maximale Unter-
schied zwischen zwei Zahlungen gezeigt, wie
er in 95% der Proben allein wegen des Pipet-
tierfehlers zu erwarten ist.)
11.eM die Differenz akzeptabel ist, kalkulieren
Sie die Konzentration. Wenn der Unterschied
zu hoch ist, bereiten Sie eine neue Verdiinnung
vor und wiederholen Sie die Doppelbestim-
mung (» Kasten 210 ).
12el§8n Sie die mittlere Konzentration der Per-
oxidase-positiven Zellen an und runden Sie
auf zwei volle Zahlen auf.
13alKulieren Sie die Gesamtzahl Peroxidase-
positiver Zellen pro Ejakulat (siehe Kommen-
tar » Abschn. 2.18.1»5Referenzwerte«).

Kalltida der Konzentration der
Peroxidase-positiven Zellen im Ejakulat
Die K onzentration P eroxidase-positiver Z ellen
im Ejakulat entspricht der Zahl (N) g eteilt durch
das Volumen der gesamten Zahl (n) der Quadrarte
der Z dhlkammer, die fiir die Do ppelbestimmung
ausgezahlt wurden (wobei das Volumen der Z &hl-
kammer 100 nl betrdgt), multipliziert mit dem Ver-
diinnungsfaktor.

Fir eine 1 +9(1:10)-Wrdiinnung, ist die K on-
zentration C= (N/n)x(1/100)x10 Zellen pronl =
(N/n)x(1/10) Zellen p ro nl . D eshalb wir d (N/n)
durch 10 geteilt, um die Konzentration der Peroxi-
dase-positiven Zellen pro nl (10° Zellen pro ml) zu
bestimmen.

Wenn alle n eun Z dhlkammern in jeder K am-
mer des Himozytometers ausgezihlt wurden, wird
die G esamtzahl der P eroxidase-positiven Z ellen
durch das G esamtvolumen b eider Kammern (1,8
ul) geteilt und multipliziert mit dem Verdiinnungs-
fakter (10), um die Konzentration der Zellen pro ul
(tausend Zellen pro ml) zu erhalten.

Anmerkung
Dieses Vorgehen kann verwendet werden, um die Konz en-
tration der Rundzellen zu ermitteln, wenn die Gesamtzahl der

gezahlten Rundzellen (P eroxidase-positiv und -negativ) fir
die Kalkulation als N eingesetzt wird.

ensstivitat der Methode
Falls weniger als 200 Peroxidase-positive Zellen
in der Z dhlkammer sin d, d ann i berschreitet der
Zahlfehler 5%. Wenn weniger als 400 P eroxidase-
positive Zellen in allen Quadraen beider Kammern
gefunden werden, wird der Zihlfehler fiir die Zahl
der gezahlten Zellen dokumentiert (@ Tab. 2.2).
Wenn weniger als 25Peroxidase-positive Zellen
in jeder Kammer gezdhlt werden, betrégt die Kon-
zentration <277.000 Z ellen/ml; dies ist der un tere
Grenzwert der Quantifizierung bei einem Zahlfeh-
ler von 20%, wenn alle neun Quadrate der Neubau-
er-improved-Kammer ausgezihlt werden und eine
1+9(1:10)-Verdiinnung verwendet wird (Cooper
et al. 2006). I n diesem Fall wird die Z ahl der Per-
oxidase-positive Z ellen mit dem K ommentar »zu
wenig Zellen fiir eine korrekte Konzentrationsbe-
stimmung (< 27.000/ml)« dokumentiert.

Kommentar

Das Fehlen von Peroxidase-positiven Zellen in dem
untersuchten Aliquot bedeutet nicht notwendiger-
weise, dass in der gesamt en Probe keine v orhan-
den sind.

rbéditsbeispiele
Beispiel 1: In einer 1+ 9(1:10)-Vrdiinnung werden
im ersten Zahlergebnis 60 Peroxidase-positive Zel-
len in neun Quadra ten gefunden, wihrend in der
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zweiten B estimmung 90 P eroxidase-positive Z el-
len in neun Quadraten gezahlt werden. Die Summe
der Werte (60 +90) ist 150 in 18 Quadraten und die
Differenz (90 — 60) ist 30. In @ Tab. 2.5ist er sicht-
lich, dass die Differenz die er wartete zufillige Ab-
weichung iibersteigt (24), sodass das Ergebnis ver-
worfen und eine neue D oppelbestimmung durch-
gefiihrt werden muss.

Beispiel 2: In einer 1+9(1:10)-\erdiinnung wer-
den im ersten Zihlergebnis 204 Peroxidase-positi-
ve Zellen in fiinf Quadraten gefunden, wihrend in
der zw eiten B estimmung 198 P eroxidase-positive
Zellen in funf Quadraten gezahlt werden. Die Sum-
me der Werte (204 + 198) ist 40 2 in 10 Quadra ten
und die Differenz (204 - 198) ist 6. In @ Tab. 2.5 ist
ersichtlich, dass die Differenz kleiner ist als die er -
wartete zufillige Abweichung (39), sodass das Er -
gebnis akzeptiert wird.

Die K onzentration der P eroxidase-positiven
Zellen in dieser Probe mit einer 1+ 9(1:10)-Verdiin-
nung betrigt C = (n/n)x(1/10) Zellen pro nl o der
(402/10)/10= 4,02 Zellen/nl oder 4,0 x 16 -Zellen
pro ml (aufrunden auf zwei volle Zahlen).

Beispiel 3: In einer 1+9(1:10)-\erdiinnung wer-
den im ersten Zihlergebnis 144 Peroxidase-positive
Zellen in neun Quadra ten gefunden, wihrend in
der zw eiten B estimmung 16 2 P eroxidase-positi-
ve Zellen in neun Quadraten gezihlt werden. Die
Summe der Werte (144 + 162) ist 306 in 18 Quadra-
ten, und die Differenz (1& - 144) ist 18. h B Tab. 2.5
ist ersichtlich, dass die Differenz kleiner ist als die
erwartete zufillige Abweichung (39), sodass das Er-
gebnis akzeptiert wird.

Wenn alle neun Quadra te ausgezihlt werden,
betrigt die K onzentration fiir die P robe bei einer
1 +9(1:10)-¥tdiinnung C = (N/1,8)x10 Zellen pro
ul = (306/1,8)x10=1700 Zellen pro ul oder 1,7x 10°
Zellen pro ml (aufrunden auf zwei volle Zahlen).
Wenn weniger als 400 Z ellen ausgezéhlt wurden,
betrigt der Zahlfehler fiir 306 Zellen entsprechend
0 Tab. 2.2 (ungefahr 6%).

Beispiel 4:1 neiner1 +9(1:10)-\erdiinnung
werden im Zihlergebnis keine Peroxidase-positive
Zellen in beiden Zahlungen gefunden. Wenn weni-
ger als 25 Peroxidase-positive Zellen in allen neun
Quadraten gefunden werden, betragt die Konzen-
tration <277.000 p ro ml; die Z ahl der P eroxidase-
positiven Z ellen wir d mi t dem K ommentar »zu
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wenig Zellen fiir eine korrekte Konzentrationsbe-
stimmung (< 27.000/ml)« dokumentiert.

Befnzwerte
Es gibt aktuell keinen Referenzbereich fiir Peroxi-
dase-positive Zellen im Ejakulat fertiler Ménner.
Bei f ehlender E videnz b ehilt dies es M anual den
bisherigen k onsensualen G renzwert von 1,0 x 10°
Peroxidase-positiven Zellen bei.

Kommentar

Die Gesamtzahl Peroxidase-positiver Zellen im Eja-
kulat kann die Schwere einer Entzlindung reflektie-
ren (Wolff 1995) und wird durch die Multiplik ation
der Konzentration der Peroxidase-positiven Zellen
mit demVolumen des Gesamtejakulates berechnet.

Kommentar

Berichte Uber Grenzwerte fiir Peroxidase-positive
Zellen bei fertilen Mdnnern reichen von 0,5x 1@ bis
1,0 X TOPMN Leukozyten pro ml oder von 1x 10 bis
2 x 16 Gesamtleukozyten pro ml ( Wolff 1995). Frii-
here A usgaben dieses M anuals haben 1 x 10 Leu-
kozyten pro ml als Gr enzwert fiir eine L eukozyto-
spermie angenommen. Einige fanden diesen Wert
zu niedrig ( Wolff 1995), wahrend andere ihn fiir zu
hoch hielten (Sharma et al. 2001; Runab et al. 2003),
jeweils in Abhdngigkeit von den zu beurteilenden
Endpunkten (Samenqualitat, Er gebnisse der | n-vi-
tro-Fertilisierung, Vorhandensein v on Bakt erien,
Spermienreaktion auf reaktive Sauerstoffradikale).

Kommentar

Exzessiv erhoht e L eukozytenwerte im Ejakulat
(Leukozytospermie, Pyospermie) kdnnen mit Infek-
tionen und schlecht er Spermienqualitat asso ziiert
sein.

Kommentar

Leukozytenabhdngige S chdadigungen v on Sper-
mien hdngen von der Gesamtzahl der L eukozyten
im Ejakulat und der Zahl der Leukozyten relativ zur
Spermienzahl ab.

Kommentar
Leukozyten kdnnen die Spermienmotilitat und
die DNA-Integritat der Spermien dur ch oxidativen

Stress beeintrachtigen ( » Abschn. 4.1A)lerdings
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ist das AusmaR der Schadigung durch eine Leuko-
zyteninfiltration von Faktoren abhéngig, die nicht
aus der Samenpro be abgeleit et we rden konnen,
wie z.B. die Ursache , der Z eitpunkt und die ana-
tomische L okalisation der L eukozyteninfiltration,
ebenso wenig wie die Beschaffenheit der Leukozy-
ten und ihr Aktivitatsstatus ( Tomlinson et al. 1993;
Aitken u. Baker 1995; Rossi u. Aitken 1997).

92.1 Burteilung unreifer Keimzellen
im Ejakulat

Unreife K eimzellen umfass en r unde S permatiden
und S permatozyten, aber nur selten S permatogo-
nien im E jakulat. Diese kénnen im g efirbten Eja-
kulatausstrich nachgewiesen werden, konnen aber
schwer v on En tziindungszellen, die deg eneriert
sind, unterschieden werden.

Spermatiden und S permatozyten konnen nor-
malerweise von L eukozyten im E jakulatausstrich
durch die P apanicolaou-Farbung un terschieden
werden (Johanisson et al. 2000) ( » Abschn. 2.14.2 ).
Die I dentifizierung ka nn d urch die F drbung, die
Kerngrofle und -f orm ( » Bildtafeln 6,10, 11,12, 13
und 14), das Fehlen von intrazellularer Peroxidase
(» Abschn.2.18 und das Fehlen von leukozytenspe-
zifischem Antigen (» Abschn. 3.2 prfolgen. Mul-
tinukledre Spermatiden koénnen morphologisch
leicht mi t p olymorphkernigen L eukozyten v er-
wechselt werden, die eine eher pinke Fiarbung an-
nehmen im Gegensatz zu den mehr blaulich ange-
farbten PMN-Leukozyten (Johanisson et al. 2000).
Runde Spermatiden kénnen mit spezifischen Far-
bungen fiir die Akr osomentwicklung (C outure et
al. 1976), fir Lektine (» Abschn. 4.4.1 dder spezi-
fische A ntikérper (Homyk et al . 1990; Ezeh e tal.
1998) iden tifziert w erden. Die K erngréfie ka nn
ebenfalls bei der Identifizierung helfen; Spermato-
gonien (s ehr s elten im E jakulat zu s ehen) haben
einen ca. 8 um gr ofen N ukleus, S permatozyten
haben einen Nukleus von ca. 10 um und Spermati-
den von ungefihr 5 pum Diese Gréflenangaben sind
nur Richtgrolen, da Degeneration und Mitosen die
Grof3e der Zellkerne beeinflussen.

2.20 dstung auf Spermienantikorper

Wenn Spermien Agglutinationen zeigen (z.B. be-
wegliche Spermien heften Kopf zu K opf, Schwanz
zu Schwanz aneinander oder zeigen gemischte For-
men) ( » Abschn. 2.4.4 )dann koénnen Spermien-
antikorper die Ursache sein.

Kommentar

Spermienantikorper konnen auch ohne Spermien-
agglutinationen vorliegen; umgekehrt kdnnen Ag-
glutinationen durch andere Faktoren als Spermien-
antikorper verursacht werden.

Kommentar

Die alleinige An wesenheit v on Spermienantikor-
pern ist nicht ausr eichend, um die Diag nose einer
Autoimmunerkrankung gegen Spermien zu stellen.

Es ist notwendig zu zeigen, dass die Spermienanti-
korper ernsthaft mit der Spermienfunktion interfe-
rieren; dies wird Ublicherweise mit dem Spermien-
33 ).
Antikorper konnen dariiber hinaus mit der Z  ona-

Mukus-Penetrationstest gemacht ( » Abschn.
Bindung und der Akrosomreaktion interferieren.

Anti-Spermien-Antikorper (ASAs) im Ejakulat ge-
horen fast ausschliefilich zu den beiden Immunglo-
bulinklassen IgA und IgG. IgM-Antikorper werden
aufgrund ihrer erheblichen Grofle im Ejakulat sehr
selten gefunden. IgA- Antikorper konnen eine gro-
lere klinische Rele vanz b esitzen als I gG-Antikor-
per (Kremer u. Jager 1980). Beide Klassen kénnen
auf S permien o der in b iologischen Fl tissigkeiten
mit en tsprechenden S creeningtests nac hgewiesen
werden.
perifiienantikorpertests (»direkte Tests«).
Zwei direkte Tests werden hier beschrieben:
der gemischte Antiglobulin-Reaktions-(MAR-)
Test (Ubersicht bei Bronson et al. 1984) und
der Immunobead-(IB-)Test (Bronson et al.
1982; Clarke et al. 1982, 1985). Der MAR-Test
(siehe unten) wird mit frischem Ejakulat
durchgefiihrt, der IB-Test mit gewaschenen
Spermien. Die Ergebnisse von zwei Tests stim-
men nicht immer iiberein (MacMillan u. Baker
1987; Scarselli et al. 1987; Meinertz u. Bronson
1988; Hellstrom et al. 1989), allerdings stim-
men die Ergebnisse des IB-Tests sehr gut mit
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den Immobilisationstests zur Bestimmung von
Serumantikérpern iiberein. Die experimen-
tellen Protokolle des IB- und des MAR-Tests
konnen variieren, aber beide Tests werden mit
dem Mikroskop ausgewertet. Die Inmunopar-
tikel heften sich an die motilen und immotilen
Spermien mit oberflichengebundenen Anti-
korpern; der Prozentsatz motiler Spermien mit
gebunden Partikeln wird dokumentiert.
ntispermienantikorper-Tests in spermien-
freien Flissigkeiten, wie z.B. Seminalplasma,
Blutserum und verfliissigtem Zervikalmukus
(»indirekte Tests«). Bei diesen Tests werden die
verdiinnten, hitzeinaktivierten Fliissigkeiten,
bei denen Antikorper (ASAs) vermutet wer-
den, mit antikorperfreien Spenderspermien,
die vom Seminalplasma gereinigt wurden,
inkubiert. Jegliche ASAs in der verdéchtigen
Flussigkeit werden spezifisch an die Spen-
derspermien binden, die dann wiederum in
einem direkten Test (wie oben beschrieben)
analysiert werden. Um verléssliche Ergebnisse
zu erzielen, ist es wichtig, der Spermienanti-
korperinteraktion ausreichend Zeit fiir die
Reaktion zu geben, denn es kann durchaus
bis zu 10 Minuten dauern, bis gemischte Ag-
glutinationen sichtbar werden. Jedoch sollte
man ebenfalls nicht aufler acht lassen, dass mit
zunehmender Zeit die Spermienmotilitét ab-
nimmt - und der Test ist von dem Vorhanden-
sein der motilen Spermien abhingig.

Anmerkung

Die beiden hier beschriebenen ASA- Tests sind kommer ziell
erhaltlich. Beide sind abhangig von der Anwesenheit motiler
Spermien. Wenn nur unzure ichend motile Spermien v orlie-
gen, kann der indirekte Test fiir Seminalplasma oder Blutse -
rum verwendet werden.

Anmerkung

Zytotoxische Antikdrper, die die Spermien abt 6ten oder die
Spermienmotilitdt hemmen, kdnnen mit diesen Assays nicht
nachgewiesen werden.
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2.20.Degemischte Antiglobulin-Re-
aktions-Test

Br gemischte Antiglobulin-Reaktions-(MAR-)
Test ist ein p reiswerter, s chneller und s ensitiver
Screening-Test (Rajah et al. 1992), bietet allerdings
weniger I nformationen als d er d irekte I mmuno-
bead-Test (» Abschn.2.20.2 ).

Beim MAR -Test wir d ein s ogenannter »B rid-
ging«-Antikorper (An ti-IgG o der An ti-IgA) v er-
wendet, um die a ntikorperbeschichteten P artikel
mit un gewaschenen S permien v on E jakulat mi t
Oberflachen-IgG oder -IgA in Kontakt zu bringen.
Der direkte IgG- und IgA-MAR-Test wird durch-
geftihrt, indem f risches, un behandeltes E jakulat
mit Latexpartikeln (beads) gemischt wird oder in-
dem gewaschene Erythrozyten mit menschlichem
IgG oder IgA gemischt werden Zu der Suspension
werden An tiseren g egen H umanplasmaproteine
(Anti-IgG u. Anti-IgA) gegeben. Die B ildung ge-
mischter A gglutinationen zwis chen den P artikeln
und motilen Spermien zeigen das V orhandensein
von IgG- oder IgA-Antikorpern auf den Spermien
an. (Agglutinationen zwischen den L atexpartikeln
dienen als p ositive Kontrolle fiir die An tikérper-
Antigen-Erkennung).

Dalefithrung

1. isvhen Sie die Ejakulatprobe gut (» Kasten
2.3).

2. tHehmen Sie zwei Aliquots mit je 3,5 pl des
Ejakulates und geben Sie es auf einen separa-
ten Objekttréger.

3. erWenden Sie jeweils einen Objekttriger mit
3,5 ul ASA-positivem Ejakulat und einen mit
3,5 ul ASA-negativem Ejakulat als Kontrolle bei
jedem direkten Test. Dieses Ejakulat sollte von
Minnern mit und ohne Spermienautoantikor-
per stammen, die entsprechend im MAR-Test
bereits getestet worden waren. Alternativ kon-
nen positive Spermien durch die Inkubation
mit antikorperhaltigem Serum hergestellt wer-
den (» Abschn.2.203 ) .

4. ugen Sie 3,5 ul IgG-beschichtete Latexpartikel
zu jedem Test- und Kontrollejakulat und mi-
schen Sie mit der Pipettenspitze.
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5.1igén Sie 3,5 pl Antiserum gegen humanes
IgG zu jeder Ejakulat-Partikel-Mischung und
mischen Sie gut mit der Pipettenspitze.

6. eddcken Sie mit einem Deckglas (22x22
mm) um eine Tiefe von ca. 20 um herzustellen
(» Kasten2.4 ) .

7. asken Sie den Objekttrdger horizontal fiir 3
Minuten bei Raumtemperatur in einer feuch-
ten Kammer (z.B. auf einem wassergesittigten
Filterpapier in einer zugedeckten Petrischale)
ruhen, um ein Austrocknen zu verhindern.

8. ewBteilen Sie die Priparate mit einem Pha-
senkontrastmikroskop mit einer Vergéflerung
von x200 oder x400 nach 3 Minuten und
erneut nach 10 Minuten.

. 9 idderholen Sie den Vorgang mit IgA- anstelle
von IgG-beschichteten Partikeln und Anti-
IgA-anstelle der Anti-IgG-Antikorper.

ewBteilung

Wenn S permien auf i hrer O berfliche Antikorper
haben, d ann w erden d ie L atexpartikel a n ihnen
haften. Die beweglichen Spermien werden sich ini-
tial mi t einig en w enigen o der G ruppen v on a n-
haftenden Partikeln bewegen. Letztlich konnen die
Agglutinationen so massiv werden, dass eine Bewe-
gung der S permien erheblich ein geschrinkt wird.
Spermien, die keine Antikorper haben, werden frei
zwischen den Partikeln hindurchschwimmen.

Das Z iel des A ssays ist die B estimmung des
Prozentsatzes mo tiler S permien mit a nhaftenden
Partikeln. Ein tibliches Problem mit nichtprogres-
siven Spermien besteht darin, dass sie nahe an den
Partikeln lieg en, a ber nic ht an ihnen ha ften. Ob
die Partikel g ebunden sind, kann {ib erpriift wer-
den, indem man ganz leicht das Deckglas mit einer
Pipettenspitze anstofit: Die B ewegung der Partikel
synchron mit den aktiven Spermien zeigt eine posi-
tive Bindung an.

1. evierten Sie nur die beweglichen Spermien
und bestimmen Sie den Prozentsatz der moti-
len Spermien, die zwei oder mehr anhaftende
Latexpartikel haben. Ignorieren Sie Schwanz-
spitzenbindungen.

2. evierten Sie mindestens 200 motile Spermien
in jeder Doppelbestimmung, um einen mog-

lichst geringen Zihlfehler zu erreichen (» Kas-
ten2.5 ).

3. erBchnen Sie den Prozentsatz motiler Sper-
mien mit anhaftenden Partikeln.

. 4 oKwmentieren Sie die Inmunglobulinklassen
(IgG oder IgA) und die Lokalisation der Bin-
dung der Latexpartikel an die Spermien (Kopf,
Mittelstiick, Hauptstiick). Ignorieren Sie Bin-
dungen an der Schwanzspitze.

Anmerkung

Wenn 100% motile Spermien nach 3 Mnuten gebunden sind,
dann wird das als Testergebnis dokumentiert und keine Wie-
derholung nach 10 Minuten durchgefiihrt.

Anmerkung

Wenn weniger als 100% der motilen Spermien nach 3 M inu-
ten gebunden sind, dann wird der Objekttrager nach 10 Mi-
nuten erneut ausgelesen.

Anmerkung
Wenn die Spermien nach 10 Mnuten immotil sind, dann wird
der Wert nach 3 Minuten als Ergebnis dokumentiert.

eRefizwerte
Derzeit gibt es keine Referenzwerte fiir Spermien-
antikorper im MAR -Test fiir die E jakulate fertiler
Minner. Bei noch fehlender zusitzlicher Evidenz
behilt dies es M anual die K onsensusempfehlung
bei, den Grenzwert bei 50% antikorpergebundener
motiler Spermien anzusetzen.

Kommentar

Die Spermienpenetration inden Z  ervikalmukus
und die | n-vivo-Befruchtung scheinen sig nifikant
beeintrachtigt zu sein, w enn 50% oder mehr der
motilen Spermien Antikérperbindungen aufweisen
(Abshagen et al . 1998). Partikelbindungen, die nur
die Spermiensch wanzspitze betr effen, sind nicht
mit einer Fertilitatseinschrankung verbunden und
kdnnen auch bei f ertilen Mannern gefunden w er-
den (Chiu u. Chamley 2004).

2.20Dedirekte Immunobead-Test

Dieser Assay ist wesentlich zeitaufwendiger als der
MAR-Test, lief ert aller dings a uch I nformationen
iiber la rvierte An tikorper, died urch b estimmte
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maskierende Seminalplasmakomponenten von den
Spermien entfernt werden.

Im dir ekten I mmunobead-(IB-)Test werden
Partikel, die mi t kovalentgebundenen Kaninchen-
Immunglobulinen gegen humanes IgG oder IgA
beschichtet sind, direkt mit gewaschenen Spermien
gemischt. Die P artikelbindung des a ntihumanen
IgG o der IgA an motile S permien zeigt das V or-
handensein von IgG- oder IgA-Antikorpern auf der
Spermienoberfliche an.

Reagenzien

1. Dedbos Glucose-Phosphat-Pufferlosung
(PBS) - bovines Serumalbumin (BSA) oder
Tyrodes BSA-Losung: siehe » Abschn. 11.2und
11.9.

2Puffer I: Figen Sie 0,3 g der Cohnfraktion
V-BSA zu 100 ml Dulbeccos PBS oder Tyrodes
Medium hinzu.

3Puffer II: Fiigen Sie 5 g der Cohnfraktion V-
BSA zu 100 ml der Dulbeccos-PBS oder Tyro-
des-Medium hinzu.

4. thren Sie die Losungen durch jeweils einen
0,45-pm-Filter und wérmen Sie diese auf
25-3; °C vor Gebrauch an.

orbereitung der Immunobeads
1. tirfeden Immunobeadtyp (IgG, IgA) fiigen
Sie 0,2 ml der Partikelstammlésung zu 10 ml
der Puffer-I-Lsung in jeweils separate Zentri-
fugationsrohrchen hinzu.
2. erfrifugieren Sie bei 500 g oder 600 g fiir
5-10Minuten.
. 3 elantieren und verwerfen Sie den Uberstand
der gewaschenen Immunobeads.
4. Resusglieren Sie vorsichtig die Partikel in
0,2 ml Puffer II.

orBereitung der Spermien
Die Summe der erforderlichen Spermien fiir diese
Assays wir d a nhand der S permienkonzentration
und -beweglichkeit bestimmt, wie in @ Tab. 2.7 ge-
zeigt.
lisvhen Sie die Ejakulatprobe gut (» Kas-
ten23 ).
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O Tab.2.7  \¥¢ viele Spermien fiir den Immunobead-
Test verwendet werden
Spermien- Spermien- Erforderliches
konzentra- motilitat Ejakulatvolumen
tion (PR) (%) (ml)
(10%/ml)

+] = @

21-50 >4 04

21-50 <40>0 0,8

10-20 >4 1,0

10-20 <40>0 2,0
<165 >0 >2,0

. 2 ip&tieren Sie die geforderte Ejakulatmenge in
ein Zentrifugationsrohrchen und fiillen Sie die
Probe auf 10 ml mit Puffer I auf.

3. erffrifugieren Sie bei 500 g fiir 5-10Minuten.

. 4 elntieren und verwerfen Sie den Uberstand
von den gewaschenen Spermien.

. 5 esBspendieren Sie vorsichtig das Spermien-
pellet mit 10 ml frischem Puffer I.

6. erffrifugieren Sie erneut bei 500 g fiir 5-10
Minuten.

7. elantieren und verwerfen Sie den Uber-
stand.

. 8 esBspendieren Sie vorsichtig das Spermien-
pellet mit 0,2 ml Pufferlosung IL

Anmerkung
Aliquots, die groBer als 1 ml sind, benétigen 3 Waschvorgan-

ge.

Anmerkung

Proben mit geringer Spermienmotilitat (z.B . 10% oder weni-
ger) kénnen keine eindeutigen Er gebnisse bringen. | n die -
sem Fall ziehen Sie den indir ekten Immunobead-Test in Be -
tracht (> Abschn. 2.20.3).

dhéiithrung
ASA-positive S permien und ASA -negative S per-
mien s ollten b ei jedem T est als K ontrollen ein-
geschlossen w erden. Die E jakulate s ollten v on
Minnern mit und ohne Spermienantikorper, die
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in vorausgegangenen I mmunobead-Tests nac hge-
wiesenen wurden, verwendet werden.

1. tRiaren Sie 5 ul der gewaschenen Spermien-
suspension auf einem Objekttréger.

2. erBiten Sie separate Objekttrager mit 5 pl der
ASA-positiven Spermien und 5 pl der ASA-ne-
gativen Spermien vor.

. 3 ligen Sie 5 ul der Anti-IgG Immunobead-Sus-
pension neben jeden Spermientropfen hinzu.

4. isvhen Sie jeweils die IgG-Immunobeads
und den Spermientropfen mit der Pipetten-
spitze.

5. Rleren Sie ein 22x22-mm-Deckglas auf
dem gemischten Tropfen, um eine Tiefe von
ca. 20 um zu erreichen (> Kasten 2.4 ).

6. etildn Sie den Objekttrager waagerecht fiir
3-10 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur auf (z.B. auf einem wasserge-
trankten Filterpapier in einer bedeckten Petri-
schale). Warten Sie nicht ldnger als 10 Minuten
bis zur Analyse des Objekttrégers, da die Bin-
dung der Immunobeads signifikant wihrend
der Inkubation abnimmt (Gould et al. 1994).

7. ewBteilen Sie die Objekttrager mit einem
Phasenkontrastmikroskop bei einer X200 oder
x400 Vergrofierung.

8. ewBteilen Sie nur motile Spermien, die mit
einem oder mehr Partikeln gebunden sind, wie
in » Abschn. 2.20.1 sBeurteilung« beschrieben.
Ignorieren Sie Schwanzspitzenbindungen.

9.ntérpretieren Sie den Test wie in
» Abschn. 2.20.1 5Referenzwerte« beschrieben.
10.18derholen Sie die Prozedur mit der Anti-
IgA-Immunobead-Suspension.

Ammerkung

Um sicher zu sein, dass alle Bindungen innerhalb von 10Mi-
nuten beur teilt we rden, sollt en die P réparate schritt weise
vorbereitet werden.

Befnzwerte
Derzeit gibt es keine Referenzwerte fiir Spermien-
antikorper im IB-Test fiir die Ejakulate fertiler
Minner. Bei noch fehlender zusitzlicher Evidenz
behilt dies es M anual die K onsensusempfehlung
bei, den G renzwert b ei 50% pa rtikelgebundener
motiler Spermien anzusetzen.

Kommentar

Die Diag nose einerimmunolog ischen | nfertilitdt
wird gest ellt, w enn 50% oder mehr der motilen
Spermien (pr ogressiv und nichtpr ogessiv motil)
adhérente P artikel aufw eisen (Barratt et al . 1992).
Partikelbindungen, die nur die Spermiensch wanz-
spitze betreffen, sind nicht mit einer F ertilitatsein-
schrankung verbunden und kénnen auch bei f er-
tilen M@nnern gefunden w erden (Chiu u. Chamley
2004).

2.20Beindirekte Immunobead-Test

Der indir ekte Immunobead-Test wir d verwendet,
um Antispermienantikorper in hitzeinaktivierten,
spermienfreien F liissigkeiten ( Serum, H odenfliis-
sigkeit, S eminalplasma o der B romelain-verdiinn-
ter Zervikalmukus) nachzuweisen. Antikorperfreie
Spenderspermien nehmen An ti-Spermienantikor-
per auf, die in den getesteten Fliissigkeiten vorhan-
den sind und w erden dann im dir ekten Immuno-
bead-Test analysiert.

Reagenzien
Siehe » Abschn. 2.20.2(Reagenzien fiir den direkten
IB-Test).

Falls Zervikalmukus getestet werden soll, be-
reiten Sie 10 IU/ml B romelain, ein »B road-speci-
ficity« p roteolytisches Enzym (EC 3.4.22.3 2) vor
(» Kasten22 ).

ortbereitung der Immunobeads
Siehe » Abschn. 2.20.2 yVorbereitung der Immu-
nobeads«

ortbereitung der Spenderspermien
Siehe » Abschn. 2.20.2 pVorbereitung der Sper-
mien«

ortbereitung der zu testenden
Fliissigkeiten
1. el Zervikalmukus getestet werden soll, ver-
diinnen Sie 1+ 1(1:2) mi 10 IU/ml Bromelain,
mischen Sie mit einer Pipettenspitze und inku-
bieren Sie bei 37 °C fiir 10 Minuten. Wenn die
Liquefizierung vollstindig ist, zentrifugieren
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Sie bei 2000 g fiir 10 Minuten. Verwenden Sie
den Uberstand sofort fiir den Test, oder frieren
Sie ihn bei —70 °C ein.

2.naktivieren Sie jegliches Complement im
gelosten Zervikalmukus, Serum, Seminalplas-
ma oder Hodenfliissigkeit durch Erhitzen auf
56 °C fiir 30-45 Minuten.

3. erdiinnen Sie die hitzeinaktivierte Probe
1 + 4(1:5)nit Puffer II (z.B. 10 pl der zu unter-
suchenden Stammlosung mit 40 pl Puffer II).

4. chlieflen Sie bekannte positive und nega-
tive Proben, z.B. Serum von Médnnern mit
und ohne Antispermienantikorpern, wie im
indirekten Immunobead-Test jeweils nach-
gewiesen, als Kontrollen bei jedem indirekten
Test ein. Ménner, die eine Vasektomie haben
durchfiihren lassen, konnen als eine Quelle
fiir Serum dienen, falls sie positiv sind (> 9%
bewegliche Spermien mit Partikelbindung,
ausschlieflich der Spermienschwanzspitzen-

bindung).

Inkdthen der Spenderspermien mit
den zu testenden Fliissigkeiten
1. isvhen Sie 50 pl der gewaschenen Spender-
spermiensuspension mit 50 pl der 1+4(1:5)
verdiinnten zu testenden Fliissigkeiten.
2.nklibieren Sie bei 37 °C fiir eine Stunde.
3. erifrifugieren Sie bei 500 g fiir 5-10Minuten.
4. elantieren und verwerfen Sie den Uber-
stand.
. 5 esBspendieren Sie vorsichtig das Spermien-
pellet mit 10 ml frischem Puffer I.
6. erifrifugieren Sie erneut bei 500 g fiir 5-10
Minuten.
7. elantieren und verwerfen Sie den Uber-
stand.
8. idderholen Sie die Schritte 5,6 und 7.
. 9 esBspendieren Sie vorsichtig das Spermien-
pellet mit 0,2 ml Puffer II.
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Immunobedebt

1. itifen Sie den IB-Test, wie in » Abschn. 2.20.2 ,
»Durchfithrung« beschrieben, mit den fliissig-
keitsinkubierten Spenderspermien durch.

2. ewBteilen und interpretieren Sie den
Test wie in » Abschn. 2.20.1 sBeurteilung«
und » Abschn. 2.20.1 sReferenzwerte« be-
schrieben.
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3.1 Index fir multiple Spermiendefekte

ests, die iii diesem Kapitel erlatert werden, sind
nicht als Ro utineuntersuchungen zuv erstehen,
konnen a ber f iir die Diagnostik o der F orschung
wertvolle Hinweise liefern.

3.1  Indefiir multiple
Spermiendefekte

Morphologisch abnormale S permatozoen ha ben
haufig multiple Defekte (Kopfdefekte, Mittelstiick-
defekte und S chwanzdefekte o der Kombinationen
daraus). Eine detaillierte Ermittlung des Indexes
bietet eine genauere Aussage als die einfache Aus-
wertung der mo rphologischen D efekte in P rozent
(Jouanet et al . 1988; A uger etal . 2001). W erden
neben den morphologisch normal geformten Sper-
matozoen auch alle D efekte und D efektkombina-
tionen ermittelt, lasst sich rechnerisch darstellen,
wie viele Defekte jedes einzelne Spermium im Mit-
tel hat.
Drei Indizes stehen fir das Erk ennen der de-
taillierten Defekte zur Verfiigung:
ndex der multiplen Anomalititen (MAI)
(Jouannet et al. 1988)
eratdzoospermieindex (TZI) (Menkveld u.
Kruger, 1996; Menkveld et al. 2001)
ndex der Spermiendeformationen (SDI) (Axis
et al. 1996 2004)

Diese Indizes zeigen Korrelationen mit der In-vivo-
Fertilitatsrate (MAI und TZI) (Jouannet et al. 1988;
Slama et al. 2002; Menkveld et al. 2001) sowie der
In-vitro-Fertilitdtsrate (SDI) (Aziz et al. 1996) und
helfen bei der Diagnostik pa thologischer Prozesse
(Auger et al. 2001; Aziz et al. 2004).

3.1.1 Emchnen der Indizes fiir
multiple morphologische
Defekte

Jedes abnormale Spermium wird daraud in unter-
sucht, ob es einen K opfdefekt, M ittelstiickdefekt
oder Schwanzdefekt hat oder Kombinationen dar-
aus. Gleichzeitig werden die Spermatozoen erfasst,
die einen Z ytoplasmatropfen in einer G réfle von
mehr als ein Drittel des Spermienkopfes aufweisen.
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Diese Defekte werden mit Hilfe eines L aborcoun-
ters gezahlt, wobei fiir jeden D efekt eine Taste ge-
wihlt wird. Steht dieses Zahlgerat nicht zur Ver-
fiigung, ist die V erwendung einer S trichliste auch
moglich (@ Tab. 3.1).
er NDAT entspricht dem Mittelwert aller er-
fassten Defekte pro Spermium. Alle Kopf-,
Mittelstiick- und Schwanzdefekte gehen mit
in die Kalkulation ein. Die morphologischen
Kriterien, die hier Anwendung finden, stam-
men von David et.al. (1975) und wurden 2000
von Auger u. Eustache modifiziert. Sie weichen
von der aktuellen Empfehlung dieses Manuals
(» Abschn. 2.15.1und 2.15.2 gb.
er TXI entspricht im Wesentlichen dem
MALI umfasst allerdings bis zu vier Defekte
pro Spermium: Kopfdefekt, Mittelstiickdefekt,
Schwanzdefekt und den iiberdimensionalen
Zytoplasmarest und gibt den errechneten
Mittelwert der Defekte pro Spermium an. Die
morphologischen Kriterien entsprechen die-
sem Manual.
tir dfe Ermittlung des SDI wird die Gesamt-
zahl der Defekte durch die Gesamtzahl der
Spermien (also nicht nur die abnormalen
Spermien) geteilt. Er lasst verschiedene Kate-
gorien von Kopfdeformationen einfliefSen, der
Mittelstiickdefekt und der Schwanzdefekt wer-
den jedoch nicht weiter kategorisiert, sondern
jeweils als ein Defekt angegeben. Grundsitz-
lich liegen hier wieder die morphologischen
Kriterien dieses Manuals zugrunde.

3.1.2Bispiel

Zweimal 200 S permien sind mit Hilfe eines 6-Tas-
ten-Laborcounters a nalysiert w orden. D abei sind
in der er sten Anal yse 4 2 S permien als mo rpho-
logisch no rmal und 158 als a bnormal klassifiziert
worden. In den 158 abnormalen S permien b efan-
den sich 140 K opfdefekte, 102 M ittelstiickdefekte,
30 Schwanzdefekte und 44 Spermien wiesen zyto-
plasmatische Reste auf. In der Doppelbestimmung
sind dann 36 N ormalformen und 16 4 a bnormale
Formen gefunden worden. Die abnormalen For-
men ha tten 122 K opfdefekte, 108 M ittelstiickde-
fekte, 22 S chwanzdefekte und 36 zyt oplasmatische
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B Tab.3.1  Errehnen der Indizes von multiplen Spermiendefekten
MAI TZI* SDI
Mximalwert 4,00 3,00
Nennermenge abnormale abnormale alléSpermien
Spermien Spermien

A) Anzahl gezahlter Spermien 200 200 200

- normal geformte Spermien (N) 46 46 46

- normal geformte Spermien (%) 23 23 23
(BAnzahl defekter Spermien (200-46) 154 154 154

(1) Anzahl der Kopfefekte (MAI, SDI) oder Anzahl der 284 154 212

Spermien mit >1 Kopfefekt (TZI)

(2) Anzahl der Mittelstiickdefekte (MAI) oder Anzahl g 3 3

der Spermien mit >1 Mttelsttickdefekt (TZI, SDI)

(3) Anzahl der Schwanzdefekte (MAI) oder Anzahl der g 4 4

Spermien mit =1 Schwanzdefekt (TZI, SDI)

(4) Anzahl der Spermien mit GbergroBem Zytoplas- 4 4 4

maresttropfen

(C) Gesamtdefekte MAL: (1)+(2)+(3% (C) 392

(D) Gesamtdefekte TZI, SDI: (1)+(2)+(3)+(4)= (D) 266 32
llkulation des Index C/B D/B D/A
hdex-Ergebnis 2,55 V4 1,62

* Diese Beschreibung des TZI beruht auf der Originalpublikation (Menkveld et al. 2001), dem Manual der ESHRE (Euro-
pean Society of Human Reproduktion and Embryology) und NAFA (Nodic Association for Andrology) (ESHRE/NAFA
2002) und beschreibt Index-Ergebnisse von 1 bis 4. Her liegt der Unterschied zu dem vorangehenden WHO-Labor-
handbuch (WHO 1999), in dem Index-Ergebnisse von 1 bis 3 beschrieben wuden, weil der exzessive Zytoplasmarest
nicht separat, sondern als Mittelstiickdefekt gezahlt wurde.

Reste. Der TZI wurde ermittelt, indem die Summe

Polymorphkernige Leukozyten ohne Granula, bzw.

aller Defekte (140 + 1@ + 30 + 4 + 122 + 108 + 22 + Zellen ohne Peroxidase wie L ymphozyten, Mono-

36=604) durch die Anzahl der mo rphologisch ab-
normalen Spermien (158 + 18=322) geteilt wurde:
TZI1=604/322=1,88.

Dief3 Tab. 3.2zeigt MA - und TZI-Er gebnisse
von Patienten aus Kinderwunschzentren und Mén-
nern, die innerhalb der letzten 3 Jahre ein Kind ge-
zeugt haben.

3.2 #nleukozyten-Marker CD45

Leukozyten werden im Ortho-Toluidin-Test
(» Abschn. 2.18.) anhand der Peroxidase detektiert.

zyten und M akrophagen konnen dagegen nur mit
Hilfe der imm unzytochemischen F drbung er fasst
werden. Dies e imm unochemischen F drbemetho-
den sind deu tlich teurer und zei taufwendiger als
die Peroxidasefirbung, bieten aber eine exakte Dif-
ferenzierung von Leukozyten zu Stammzellen.

3.2.1 Anzip

Humane L eukozyten zeig en CD45-An tigen-Ex-
pressionen, w elche sic h mi t einem sp ezifischen

monoklonalen Antikorper detektieren lassen.
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B Tab.3.2  Spermiendekt- Indizes von fertilen und infertilen Paaren

Fertile

MAI'
Nttelwert 1,94
Standadabweichung SD 0,37
Nhimum 1,12
Mximum 39
Pozentile
5 1,44
10 1,51
25 1,67
50 1,88
3 24
90 2,44
95 2,65
N 4930

Paare Infertile Paare
TZP MAPP TZ1?
1,81 1,58 1,51
0,3 0,2 0,2
1,26 1,04 1,17
2,64 2,38 2,07
1,27
4 1,34 1,33
1,44
1,81 1,58 1,54
72
1,86
1,94
103 994 107

"Nichtpublizierte Daten von J Auger, Paris, unter Verwendung der morphologischen Klassifikation nach David (David

et al. 1975, modifiziert von Auger u. Eustache 2000)
2 Menkveld et al. 2001

3 Jorgensen et al. 2001, uner Verwendung der morphologischen Klassifikation nach David (David et al. 1975; modifiziert

von Auger u. Eustache 2000)

Durch Modifikation des priméren Antikorpers las-
sen sich verschiedene I soformen des CD45-An ti-
gens nachweisen, die wieder um spezifisch fir den
Zelltyp (Monozyt, Makrophage, B- oder T-Zellen)
sind, wenn diese genaue Differenzierung im Fokus
des Interesses steht.

3.2.2 Reagenzien

. 1 Dedbo’s Phosphat-Puffer (» Abschn.11.2)
2TBS-Puffer, pH 8,2 (» Abschn. 11.8 )

3. etfimisol-Hydrochlorid (entspricht Levami-
sol) 1,0 mol/l: 2,4 g Levamisol in 10 ml Aqua
bidest 16sen.

4.ubStrat: 2 mg Naphthol-AS-MX-Phosphat in
9,7 ml TBS-Puffer pH 8,2 geben. Dazu 0,2 ml
Dimethylformamid und 0,1 ml des 1,0 molaren
Levamisols. Kurz vor Gebrauch 10 mg Fast
Red TR Salz dazugeben und mit Hilfe eines

Laborfilters mit einer Porengréfle von 0,45 um
filtrieren.

5. Fixing: entweder mit purem Aceton oder
mit einem Aceton-Methanol-Formalin-Ge-
misch (95 ml Aceton mit 95 ml reinem Metha-
nol mischen und 10 ml 37%iges (v/v) Formalin
hinzufiigen.

6. riédr- Antikorper: ein monoklonaler Anti-
korper gegen CD45-Leukozytenantigene, pro-
duziert in der Maus.

7.ekfindédr-Antikorper: ein Anti-Maus-Rabbit-
Immunglobulin. Die Verdiinnung hingt vom
Antikorper-Titer ab.

8. Alkahie Phosphatase: ein antialkalischer
Phosphatase-Komplex (APAAP).

9. arbstoff nach Harris (Harris's Himatoxylin)
(» Abschn.11.10).
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3.2.3 Dwhfiihrung

olbereitung des Samens

1. nSenprobe gut mischen (» Abschn.2.3 )

20,5 ml der Samenprobe mit 2,5 ml DPBS mi-
schen.

3. Aty bei 500 g 5 Minuten zentrifugieren,
Uberstand verwerfen und das Sediment erneut
mit dem ca. finffachen des Pellets mit DPBS
resuspendieren.

4. erfrifugieren 5 Minuten bei 500 g.

5. eVorgang wiederholen und das Sediment
so mit DPBS resuspendieren, dass ca. 50 Mil-
lionen Spermien pro ml vorhanden sind.

nfArtigen der Spermienausstriche
. 1 ewkils 5 pl der Spermiensuspension fir die
Doppelbestimmung auf 2 Objekttriger aus-
streichen und an der Luft trocknen lassen.

2. ustriche entweder 10 Minuten in absolutem
Aceton oder fiir 90 Sekunden in einem Ace-
ton-Ethanol-Formalin-Gemisch fixieren.

3. wéimal mit TBS waschen, dann das TBS ab-
flieBen lassen.

4. usAtriche direkt mit den Antikorpern be-
handeln oder in Aluminiumfolie gewickelt bei
—70 °C fiir spdtere Analysen lagern.

ntikorper-Inkubation

1. itMfilfe eines Fettstiftes auf jedem Objekt-
trager einen Kreis mit einem Durchmesser von
ca.1 cm markieren. In diesen Kreis 10 pl des
primdren Antikorpers geben.

2. jelttrager 30 Minuten bei Raumtemperatur
in einer feuchten Kammer (eine Petrischale
mit einem nassen Zellstoff ausgelegt) inkubie-
ren, um das Austrocknen zu verhindern. Auf
waagerechte Lage achten.

3. wémal mit TBS waschen, TBS sorgfiltig ab-
fliefSen lassen.

410 pl des Sekundarantikorpers auf den mar-
kierten Bereich pipettieren und 30 Minuten
in der feuchten Kammer bei Raumtemperatur
inkubieren lassen.

. 5 wé&mal mit TBS waschen, tiberschiissiges
TBS abflieflen lassen.

-
, |
[} . " 5 rF # - = » . -
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B Abb.3.1  dukozyten im Ejakulat. CD45-enthaltende

Zellen (Leukozyten) farben sich rot an (Foto von RJ Aitken
zur Verfigung gestellt)

610 pl des APAAPs in den markierten Kreis
pipettieren.

7. Stiinde in der feuchten Kammer bei Raum-
temperatur inkubieren lassen.

8. TBSaddhvorgang zweimal und wieder iiber-
schiissiges TBS abfliefSen lassen.

9. jelkttrager mit 10 pl Naphthol Phosphat
Substrat fiir 20 Minuten in der feuchten Kam-
mer bei Raumtemperatur inkubieren.

Anmerkung

Um die Intensitat der Reaktion zu st eigern, ist es auch mog-
lich, die | nkubation mit dem S ekundarantikorper und dem
APAAP jeweils 15 Mnuten zu wiederholen.

arbkEing und Einbettung

1. ob8ld die Ausstriche eine rétliche Farbung
zeigen, wird die Reaktion durch das Waschen
mit TBS (zweimalig) beendet.

2. usAtriche danach fiir einige Sekunden in
Hématoxylin nach Harris firben und in Aqua
dest tauchen. Anschlieflend mit Eindeck-Me-
dium konservieren.

ewBteilung der CD45-positiven Zellen

1. ad¥efirbte Areal des Ausstriches wird im
Hellfeld mit dem 20er oder 40er Objektiv be-
trachtet. CD45-positive Zellen (Leukozyten)
farben sich rot an (8 Abb. 3.1)

2. I0iP45-positiven Zellen werden parallel zu
den Spermien erfasst, bis pro Ausstrich 200
Spermien gezdhlt sind, um die Fehlerquote so
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gering wie moglich zu halten (» Kasten 2.7 und
B Tab.2.2 ).

. 3 trlas Zahlen der CD45-positiven Zellen und
der Spermien einen Laborcounter verwenden.

4. ezweiten Objekttréger fiir die Doppelbe-
stimmung ebenso auszihlen.

5. ISiemme und die Differenz der beiden Aus-
zahlungen der CD45-positiven Zellen ermit-
teln.

. 6 &priifen, ob aus den Ergebnissen der Dop-
pelbestimmung der Mittelwert gebildet werden
darf (8 Tab. 2.5 oder B Abb. 14.1 YMit Hilfe
dieser Tabellen ldsst sich ermitteln, ob die
Abweichung zwischen den Einzelmessungen
gering genug ist, um innerhalb des 95%-Ver-
trauensbereiches zu liegen.)

7.st die Differenz akzeptabel, wird die Konzen-
tration errechnet (s.u.). Ist die Differenz zu
grof3, muss die Auszdhlung beider Duplikate
wiederholt werden. (» Kasten 2.10 ).

8. itNere CD45-Konzentration ermitteln.

. 9 ieldbsolute Anzahl der CD45-positiven Zel-
len pro Ejakulat wird ermittelt.

&rhnen der CD45-Zell-Konzentration

im Ejakulat

Die Rela tion der CD45-p ositiven Z ellen zu de n
Spermatozoen dient als Grundlage fiir die Errech-
nung der Konzentration. Die Spermienkonzentra-
tion wird mit Hilfe des Himozytometers ermittelt.
Wenn N die Anzahl der CD45-positiven Zellen in
demselben Areal des A usstriches ist, in dem 400
Spermatozoen gezdahlt werden, und S ist die S per-
mien-Konzentration in Million pro ml, dann lautet
die Formel fiir die K onzentration CD45-positiver
Zellen C =S x (N/400).

enSitivitat der Methode

Beinhaltet die Sa menprobe w eniger CD45-p ositi-
ve Zellen als Spermien, also weniger als 400, wir d
moglicherweise die Fehlergrenze von 5% tiberstie-
gen. In dem Fall wird der Z dhlfehler, der sich mit
Hilfe der @ Tab. 2.2 undder Anzahl ausgewerteter
Zellen ermitteln ldsst, dokumentiert.

Bfinden sich weniger als 25 CD45-psitive Zel-
len pro 400 S permatozoen in dem P réparat, wird
der Befund mit folgendem Hinweis kommentiert:
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» Zu wenig Zellen fiir eine akkurate Ermittlung der
Konzentration«.

eifpiele

Beispiel 1: I ndemer sten Du plikat w erden 20

CD45-positive Zellen pro 200 S permatozoen und
im zweiten 40 CD45-positive Zellen pro 200 S per-
matozoen e rmittelt. D ie Summe der b eiden A us-
wertungen ist 60(20 +40) und die Differenz betragt
20(40-20). Die B Tab. 2.5zeigt, dass dies e D op-
pelwerte zu s ehr differieren und die B ildung des
Mittelwertes nicht erlauben. Die b eiden Duplikate
miissen erneut ausgewertet werden.

Beispiel 2: Der Ausstrich 1 zeigt 25 CD45-po-
sitive Z ellen und das Du plikat 35 CD45-p ositive
Zellen pro 200 Spermien. Die Summe der Doppel-
bestimmung ist 60(25 +35) und die Differenz be-
tragt 10(35-25). Der Blick auf die @ Tab. 2.5 zeigt,
dass diese Werte gemittelt werden diirfen, da die
Abweichung gering genug ist.

60 CD45-p ositive Z ellen pro 400 S permato-
zoen und einer S permienkonzentration v on 70
Millionen p ro ml, er gibt C =S x (N/400) =70
Million/ml x (60/400)=10,5 Millionen CD45-po-
sitive Zellen/ml Ejakulat.

Da w eniger als 400 CD45-p ositve Z ellen g e-
zéhlt wur den, muss der Z &hlfehler fiir 60 Z ellen
aus der B Tab. 2.2 abgelesen werden. Dieser betragt
in diesem Fall ca. 13%.

eRafzbereiche

Fiirr CD45-positve Zellen im Ejakulat fertiler Man-
ner existiert zurzeit kein definierter Normalbereich.
Der Normbereich von <1,0 Millionen p eroxidase-
positiver Zellen pro Milliliter Ejakulat kann nicht
einfach iibernommen werden, da mit der Peroxida-
se-Reaktion die Granulozyten detektiert, nicht aber
die Gesamtheit der Leukozyten erfasst wird.

Anmerkung

Die absolute Leukozytenzahl (Gesamtleukozyten pro Ejaku-
lat) spiegelt moglicher weise am besten den S chweregrad
entzundlicher Prozesse wider ( Wolff 1995). Die absolute An-
zahl CD45-positiv er Z ellen im Gesamt ejakulat wir d dur ch
Multiplikation der Konz entration CD45-positiver Z ellen mit
dem Ejakulatvolumen ermittelt.
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3.3 lteraktionen zwischen
Zervikalschleim und Spermien

Zervikaler M ukus ist n ur fiir eine limi tierte Z eit
im weiblichen Zyklus durchgéngig fiir Spermien. In
der Mitte des Zyklus begiinstigt Ostrogen die Mu-
kusviskositdt und s omit die P enetration der S per-
matozoen. Die Dauer der erhchten Penetrationsbe-
reitschaft im Mukus variiert von Frau zu Frau, zeigt
aber a uch b isweilen indi viduelle S chwankungen
von einem Zyklus zum nachsten.

Anmerkung

th » Kap. 12ind Details zur Gewinnung, Lagerung und
Untersuchung der charakteristischen Eigenschaften des Mu-
kus zu finden.

Kommentar

Fur M @nner, denen die Ejakulat gewinnung durch
Masturbation nicht mdéglich ist, dient der Postkoi-
taltest (» Abschn.
Informationen zur Spermienqualitdt zu erhalten.

3.3.1l9) Alternative, um einige

3.3.1In-viw-Test (postkoital)

Ziel

Sinn und Zweck des P ostkoitaltests ist es, die An-
zahl der aktiven Spermatozoen im Z ervikalmukus
zu er mitteln und A ussagen iib er die Ub erlebens-
fahigkeit zu erla ngen (S obrero u. MacLeod 1962),
bzw. iiber die Spermieneigenschaften einige Stun-
den nach dem Koitus (Reservoir-Eigenschaften des
Mukus) (Moghissi 1976). Diese Informationen sind
wichtig, um die A uswirkung eines p ositiven Anti-
korpertiters gegen Spermien, unabhéngig ob dieser
bei der F rau o der dem M ann nachgewiesen wur -
den, zu beobachten.

iming
Der ideale Z eitpunkt fiir den P ostkoitaltest ist s o
kurz wie m églich vor dem Eisprung. Wichtig ist,
dass die O vulation n och nicht s tattgefunden h at.
Klinische B efunde wie die K enntnisse iib er die
Léange vorangehender Zyklen, die Messung der ba-
salen Korpertemperatur, das Betrachten der Mu-
kuskonsistenz und der Vaginalzytologie helfen da-
bei, den o ptimalen Z eitpunkt zu b estimmen. Des

Weiteren sind M essungen des O strogens aus dem
Serum oder des luteinisierenden Hormons aus dem
Urin oder Serum sowie Ultraschalluntersuchungen
der Ovarien geeignete Hilfsmittel.

Wichtig ist der st andardisierte Z eitpunkt der
Mukusuntersuchung: Dies er s ollte 9-14 S tunden
nach dem Koitus analysiert werden.

Instruktionfiir die Patienten
Die Patienten miissen tiber den ide alen Zeitpunkt
des P ostkoitaltests inf ormiert werden und s ollten
folgende Hinweise erhalten:

1. adPaar sollte 2 Tage vor dem Postkoitaltest
keinen Geschlechtsverkehr haben; wobei der
Mann auch auf die Masturbation verzichten
sollte.

2. edGeschlechtsverkehr sollte in der Nacht vor
dem geplanten Labortest stattfinden.

. 3 Dlerwendung von Gleitmitteln ist nicht
erlaubt und auch eine Intimdusche oder ein
Vollbad nach dem Koitus ist nicht gestattet.
Duschen hingegen ist moglich.

4. Tbrau sollte sich am Morgen nach dem
Koitus in die Klinik begeben.

Rbfiihrung

1. Hattfreies Spekulum wird vaginal einge-
fithrt.

2. itMiner Tuberkulinspritze ohne Nadel, einer
Pipette oder dhnlichem zunéchst so viel des
Vaginalfluids wie moglich aus dem posterioren
Vaginalbogen aspirieren.

3. itMiner neuen Spritze oder einem Katheder
so viel Vaginalmukus wie mdglich aus dem
endozervikalen Kanal gewinnen.

4. EinFeil des Mukus auf einen Objekttrager
geben und mit einem Deckglas (22x 22 mm)
bedecken. Die Auszihltiefe dieser Praparation
kann durch Verwendung von Silikonfetten
oder einer speziellen Vaseline (> Kasten3.1 ),
die Glaspartikel mit einem Durchmesser von
100 pm beinhalten, standardisiert werden
(Drobnis et al. 1988).

5. Idatersuchung des Mukus erfolgt bei
400facher Vergroflerung im Phasenkontrast.
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Kasten 3.1 Praparation einer Vaseline-
Mischung

Eine im Vorfeld erstellte Vaseline-Mischung kann
bis zum Gebrauch bei Raumtemperatur gelagert
werden. Wachs, mit einem Schmelzpunkt von
48-66 °C, wird in einem Laborgefa3 geschmolzen
und mit Hilfe eines Glasstabes mit Vaseline ver-
mischt (Mischungsverhaltnis 1Teil Wachs plus 2
Teile Vaseline). Sobald sich die Bestandteile homo-
genisiert haben, sollte die Masse leicht abkihlen
und in eine 3-ml- oder 5-ml-Spritze (ohne Nadel)
gefiillt werden, solange sie noch warm ist. Ist die
Mischung erstarrt, wird eine 18er Kaniile mit einem
Rundschliff auf die Spritze gesteckt.

Anmerkung

Eine zuverldssige Aussage lasst sich nur fallen, wenn die
Mukusprobe von guter Qualitat und frei von Kontamination
durch Blut ist.

Un®isuchung des Vaginalsekretes
In der Reg el sterben Spermatozoen in der V agina
innerhalb von 2 S tunden ab. Es ist sinn voll, mit
Hilfe eines Feuchtpréiparates das Vaginalsekret dar-
aud in zu untersuchen, ob tatsdchlich Ejakulat dort
nachzuweisen ist.

Rintersuchung der Mukusprobe
Die Anzahl der S permien, die im un teren Teil des
Zervixkanals zu finden ist, hangt von der Zeitdif-
ferenz zwis chen G eschlechtsverkehr und M ukus-
entnahme ab. Zwei bis drei Stunden nach dem Koi-
tus befindet sich hier im S chnitt eine hohe Anzahl
akkumulierter Spermatozoen.

Die Anzahl dies er S permien ldsst sic hzwa r
nicht exakt ermitteln, aber durch die Umrechnung
von g esehenen S permien p ro mikr oskopisches
Blickfeld do ch gut er fassen (» Kasten 3.2 )Ange-
geben wir d die Anzahl der S permatozoen pro pl
Mukus.

om#f wire eine Zihlung von 10 Spermien in
einem mikroskopischen Blickfeld bei Verwendung
der beschriebenen optischen Apparaturen und der
erstellten 100-um-P réparation g leichbedeutend
mit 10 S permatozoen p ro 20 nl, was wieder um
umgerechnet 500 Spermatozoen pro pl entspricht.
Eine niedrige Anzahl von Spermien ldsst den Zahl-
fehler grof3 werden (in diesem Beispiel liegt er b ei
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etwa 32%) und s ollte en tsprechend do kumentiert
werden.

Die Spermienmotilitit im Zervikalmukus wird
in die folgenden Kategorien eingeteilt:
== R: pPogressive Motilitit
== P:dchtprogressive Motilitat
— ifhotile Spermien

Die Anwesenheit p rogressiv mo tiler S permien ist
der aussagekraftigste Hinweis auf eine intakte Zer-
vixfunktion.

tdnpretation

== er T8t ist negativ, wenn keine Spermien im
Mukus gefunden werden.

— Adieesenheit von progressiv motilen Sper-
matozoen nach 9-14 Stunden im endozervika-
len Mukus, auch wenn es sich um vereinzelte
handelt, spricht gegen eine immunologische
Infertilitdt beim Patienten, bzw. bei der Patien-
tin (Oei et al. 1995).

== efinHen sich Verklumpungen nichtprogressi-
ver Spermien im Mukus, handelt es sich vor-
aussichtlich um Spermienantikorper, entweder
um zervikale Antikorper oder um welche, die
der Patient gegen seine Spermien gebildet hat.

Anmerkung

Ist das Ergebnis des initialen Postkoitaltests negativ oder ab-
normal, sollte eine Wiederholung erfolgen.

Kommentar

Bfinden sich postkoital keine Spermien im Mukus,
sollte das Paar erneut auf die Wichtigkeit der intra-
vaginalen Ejakulation hingewiesen werden.

Kommentar

Ein negativ er Testk annauch auf grund eines
schlechten Timings entstehen. Findet der P ostkoi-
taltest nicht im Optimum des M enstruationszyklus
statt, k ann er negativ ausfallen, ob  wohl auf der
weiblichen S eite kein F ertilitdtsproblem v orliegt.
Die Zyklen mancher P atientinnen bieten nur fir 1
bis 2 Tage die M 6glichkeit eines gut dur chflihrba-
ren P ostkoitaltests. S ollte sich der Z eitpunkt der
Ovulation nicht korrekt ermitteln lassen, ist unter
Umstdnden eine mehrfache Wiederholung des
Postkoitaltests innerhalb eines M enstruationszy-
klus notwendig. Alternativ kann auch ein | n-vitro-
Test erfolgen.
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Kasten 3.2 Mikroskopische Volumenuntersuchung einer 100 pm tiefen Mukus-Praparation

Dadlukusvolumen in einem mikro-
skopischen Feld ist abhdngig von
der FeldgroBe (Jlr2, wobei J1 3,142
und r der Radius des mikroskopi-
schen Feldes ist) und von der Kam-
mertiefe (hier 100 pm). Der Durch-
messer eines mikroskopischen
Feldes lasst sich mit Hilfe eines

ablesen oder durch Division des
Durchmessers der Okular6ffnung
durch die VergroBerung des Objek-
tivs. Eine BlickfeldgroBe, betrachtet
durch ein 40er Objektiv, wird als
»high power field« bezeichnet und
mit HPF abgekdirzt.

BeVerwendung eines 40er
Objektivs und einem 10er Okular

mit einer Apertur von 20 mm weist
ein mikroskopisches Blickfeld einen
Durchmesser von ungefahr 500 um
(20 mm/40) auf. Somit lautet die
Rechnung Radius r=250um,
r2=62.500 pm2, JIr2= 196.375 pm2.
Umgerechnet auf das Volumen
entsprechen 196.375 um29.637.500
pm3 oder aufyerundet 20 nl.

speziellen Mikroskopmikrometers

Kommentar

Um die Diag nose der gest orten Z ervikalfunktion
als Ursache der Infertilitdt zu stellen, sind mehrere
negative P ostkoitaltests, die mit einem optimalen
Timing durchgefiihrt worden sein sollten, nétig.

3.3.In-vior-Tests

Der1 n-vitro-Penetrationstest ist ein wic ~ htiges
Hilfsmittel, um Aussagen zur Interaktion zwischen
Spermien und Zervikalschleim zu erhalten. In der
Regel kommt dieser Test nach mehreren negativen
Postkoitaltests zum Ein satz. S eine A ussagekraft
lasst sich noch steigern, indem er in einer Kreuzre-
aktion gleichzeitig mit einem Spenderejakulat und
einem S pendermukus als K ontrolle d urchgefiihrt
wird. Gleichzeitig erhdlt man eine I dee, wie signi-
fikant sich vorhandene Antikérper, unabhingig ob
auf mannlicher oder weiblicher Seite, auf die Funk-
tion auswirken.
== oll e Qualitat verschiedener Zervikalmuku-
sproben getestet werden, ist der Einsatz einer
einzelnen, normozoospermen Ejakulatprobe
sinnvoll.
== olles verschiedene Ejakulatproben getestet
werden, muss der Mukus einer Frau eingesetzt
werden, wobei er von guter Qualitit und zum
richtigen Zykluszeitpunkt entnommen sein
sollte.

Anmerkung
i > Kap. 19nd Details zur Gewinnung, Lagerung und Be-
urteilung von Zervikalschleim aufgefiihrt.

Kommentar

Donogener Z ervikalschleim k ann sehrgutv  on
Frauen gewonnen werden, die sich in Vorbereitung
zur assistierten Befruchtung befinden.

Ist eine | nsemination geplant, dar fdie Ent-
nahme des Mukus selbst verstandlich nur vor dem
Eingriff geschehen. Als Spender-Z  ervikalschleim
ist der, durch Gonadotropin hormonell stimulierte,
wie auch aus einem naturlichen Zyklus stammende

Mukus geeignet.

Kommentar

Um die Mukusqualitdt zu st eigern, ist es moglich,
den Frauen fiir einen Zeitraum von 7-10Tagen Ethi-
nyl-Ostradiol zu geben (» Abschn. 12.2.1).

Kommentar

Zervikalschleim v on F rauen, die z wecks Eiz ellrei-
fung Clomif en erhalt en, sollt e nicht als Kontr oll-
Mukus eingesetzt werden, da der antiéstrogene
Effekt auf die Zervix den Test beeinflussen konnte.

— geHdtrt wird humaner Zervikalschleim, der
in der Zyklusmitte entnommen wurde.

== m sldher zu stellen, dass duflere Einflusse wie
Temperaturschwankungen oder Dehydratation
nicht die Spermienqualitit und damit die Aus-
wertung des Testes beeinflussen, sollte der Test
innerhalb 1 Sunde nach Ejakulatgewinnung
erfolgen.

== er dPI-Wert des Mukus aus dem endozer-
vikalen Kanal wird mit Hilfe eines Messstrei-
fens (Bereich pH 6,0-10,0) in situ oder direkt
nach der Mukusentnahme bestimmt. Erfolgt
die pH-Messung in situ, muss sichergestellt



3.3 - Interaktionen zwischen Zervikalschleim und Spermien

werden, dass wirklich im endozervikalen Ka-
nal gemessen wird und nicht extrazervikaler
Mukus, dessen pH-Wert deutlich niedriger ist.
Auch sollten Kontaminationen durch Vaginal-
sekret vermieden werden, das, genauso wie
extrazervikaler Mukus, einen niedrigen pH-
Wert besitzt.

perifiien reagieren empfindlich auf die pH-
Wert-Anderungen, die durch den Mukus
hervorgerufen werden. Wihrend ein basischer
Zervikalschleim die Spermienmotilitit an-
regen kann, hemmt ein saurer pH-Wert die
Spermien in jhrer Beweglichkeit. Ein extrem
basisches Milieu (pH >8,5) wiederum stresst
die Spermatozoen stark und sie konnten ab-
sterben. Fiir die Migration und die Uberle-
bensdauer der Spermatozoen liegt der ideale
pH-Wert bei pH 7,0-8,5, was exakt dem pH-
Wert eines normalen Zervikalschleims in der
Zyklusmitte entspricht.

ahhd die Penetrationsfihigkeit der Sper-

mien bei pH-Werten zwischen 6,0 und 7,0
kaum abnimmt, leidet die Spermienmotilitat
stark bei einem pH-Milieu unter 6,5. Haufig
werden Spermien-Zervikal-Tests bei einem
pH-Wert unter 7,0 gar nicht erst durchgefiihrt.

Anmerkung

Alternativen zu Zervikalschleim wie boviner Mukus oder syn-
thetische Ersatzgele haben nicht die gleiche A ussagekraft
wie der In-vitro-Test, der mit humanem Mukus durchgefiihrt
wird. Dennoch ldsst sich mit H ilfe dieser Ersatzst offe eine
eventuell zu beobacht ende Verdanderung der Spermienmo -
tilitat in viskdsen M edien gut beobachten (Neuwinger et al .
1991, Vic et al. 2002).

3.3¥8reinfachter In-vitro-Test

Dalefithrung

1. Hiropfen Zervikalschleim auf einen Ob-
jekttrager geben und mit einem Deckglas von
22x 22 mm bedecken. Die Kammertiefe dieses
Priparats kann mit Hilfe von Silikonfett oder
einer Wachs-Vaseline-Mischung validiert wer-
den (» Kasten 3.1), die Glaspartikel mit einem
Durchmesser von 100 pm beinhaltet (Drobnis
et al. 1988).
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2. skhlieflend wird ein Tropfen Nativejakulat
an den Deckglasrand pipettiert, sodass dieser
tiber Kapillarkrifte bis an den Mukus gelangt
und eine klare Schnittgrenze zwischen Mukus
und Ejakulat zu beobachten ist.

3. edDbjekttrager wird waagrecht in eine
feuchte Kammer (z.B. eine Petrischale, in die
ein befeuchtetes Zellstoffpapier gelegt wird)
gegeben, um das Austrocknen zu vermeiden.
Die Inkubationszeit betrdgt 30 Minuten bei
37 °C.

. 4 iel3chnittpunkte zwischen Ejakulat und
Mukus werden mit dem Mikroskop in Phasen-
kontrastoptik und 400facher Vergrof3erung
untersucht.

edbachtungen

Folgende Punk te k 6nnen b eobachtet und s ollten
notiert werden:

1. nnkrhalb weniger Minuten kommt es zur
Ausbildung fingerartig aussehender Kandle im
Seminalplasma, die in den Mukus einstrémen.
Hierbei handelt es sich um eine physikalische
Reaktion zwischen den Korperfliissigkeiten,
die genauso auch bei einer azoospermen
Ejakulatprobe zu beobachten wire (Perloff u.
Steinberger 1963; Moghissi et al. 1964).

. 2 Ineisten Spermien nutzen diese fingerar-

tigen Kanile, um von dort leichter in den
Mukus zu penetrieren. Haufig sind zunichst
einzelne Spermatozoen zu beobachten, die
sich einen Weg in den Mukus bahnen und von
vielen weiteren Spermien gefolgt werden.

3.in8 die Spermien erst einmal in den Mukus
gelangt, schwirmen sie in alle Richtungen aus.
Wenige bewegen sich in das Seminalplasma
zuriick; die meisten bewegen sich solange im
Mukus, bis sie auf einen Widerstand treffen,
sei es ein Leukozyt oder ein zelluldres Frag-
ment.

4. peSmatozoen konnen eine Wegstrecke von
500 pm (das entspricht in etwa 10 Spermien-
lingen) oder mehr im Mukus zuriicklegen.

5. edProzentsatz motiler Spermatozoen sollte
erfasst werden und auch untersucht werden,
wie viele davon progressiv motil sind.
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ewBteilung
Die B eurteilung des v ereinfachten I n-vitro-Tests
hat subjektiven Charakter, weil eine S tandardisie-
rung in der B etrachtung der Phd nomene ka um
moglich ist. Konsequenterweise darf dieser Test nur
als qualitativer Test zur Beurteilung der Spermien-
Zervikalschleim-Interaktion b etrachtet w erden.
Trotzdem bietet er einige wertvolle Informationen.
1Normaler Befund: Die Spermien wandern
in den Mukus ein, mehr als 90% davon sind
motil und zeigen auch eine progressive Motili-
tat. Bei diesem Befund kann eine Problematik
in der Spermien-Zervikalschleim-Interaktion
ausgeschlossen werden.
2Eingeschrénkt normaler Befund: Die Sper-
matozoen wandern zwar in den Mukus ein,
dringen aber weniger als 500 pm (ca. 10 Sper-
mienléngen) darin ein. Hier ist eine Problema-
tik der Spermien-Zervikalschleim-Interaktion
wahrscheinlich.
3Pathologischer Befund: Wenn (1) die Sper-
mien gar nicht erst in den Mukus eindringen
konnen oder (2) sie es zwar konnen, aber
sofort immotil werden oder (3) nur Spermien
mit einer lokalen Beweglichkeit (kein Raum-
gewinn) zu beobachten sind. Ob die pha-
lanxartig aussehenden Kanile ausgebildet sind
oder nicht, spielt eine untergeordnete Rolle.
Wenn die Spermien die Kanile nicht verlassen
konnen oder miteinander agglutinieren, liegt
mit aller Wahrscheinlichkeit eine Antikorper-
Problematik vor.

Kommentar

Liegt ein patholog ischer Befund v or, gibt der ge -
kreuzte In-vitro-Test mit Spenderejakulat und zu
testendem Mukus so wie Spendermukus und zu
testendes Ejakulat den H inweis, ob die P roblema-
tik auf ménnlicher oder weiblicher Seite des Paares
liegt.

3.3.KapillaiFest

Der Kapillar-Test stammt urspriinglich von Kremer
(1965) und ist im Verlauf der letzten Jahre mehrfach
modifiziert worden. Das Prinzip dieses Tests ist, zu
beobachten, wie sich die Spermien innerhalb einer

mukusgefiillten K apillare b ewegen k 6nnen. Die
hier im B uch b eschriebene M ethode basier t a uf
dem Originaltest von Kremer.

Maialien
Nach Austestung zahlreicher Kapillaren hat sich die
Verwendung einer Flac hkapillare mit einem inne-
ren Durchmesser von 0,3 mm und einer Linge von
5 cm am meisten b ewdhrt und wir d s omit em p-
fohlen.

EineKremer-Test-Messskala (B Abb. 3.2), die
dazu dient, die Penetrationsweite der Spermato-
zoen a bzulesen, ldsst sic h folgendermaflen s elbst
herstellen.

1. ufeinen Objekttrager werden drei abge-
schnittene Boden eines kleinen Zentrifugen-
gefdfles mit einem Radius von ca. 3,5 mm ge-
klebt. Diese Boden sollen das Ejakulat fiir den
Kremer-Test aufnehmen.

2. EBiweiter Objekttrager wird auf den ersten
geklebt, wobei es wichtig ist, dass der zweite
1,5 cm kiirzer ist, da die Boden der Zentri-
fugengefifle um ca. 5 mm frei bleiben sollen.
Diese Distanz ist wichtig, um der Kapillarkraft
zu umgehen, die das Ejakulat zwischen die
beiden Objekttrager ziehen wiirde.

3. Hiantimetermafd wird seitlich auf den Ob-
jekttrager befestigt.

Ehfiihrung

L.e 1po pl verfliissigtes Ejakulat, das nicht élter
als 1 Sunde nach Ejakulation sein sollte, wird
in jeweils eins der aufgeklebten Zentrifugen-
gefiflboden pipettiert.

2. er¥ikalmukus wird durch Aspiration in 3
Kapillaren gefiillt. Luftblasen storen die Penet-
ration und miissen vermieden werden.

3.ewpils ein Ende jeder Kapillare wird mit Hilfe
von Knetmasse oder anderer Abdichtmassen
verschlossen. Es ist so viel Verschlussmaterial
notig, dass am offenen Ende der Kapillare der
Mukus leicht austritt.

. 4 ielKapillare wird so auf den Objekttriager
platziert, dass das offene Ende im Ejakulat mit-
tig eintauchen kann und sich mit rund 0,5 cm
im Ejakulat befindet.

5. edAnsatz wird in horizontaler Position in
die feuchte Kammer (eine mit feuchtem Zell-
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Reservoir

9

Plombe Mukus

B Abb.3.2  iemer-Test-Messskala

stoff ausgefiillte Petrischale; verhindert die
Austrocknung) gegeben und fiir 2 Stunden bei
37 °C inkubiert.

. 6 adN Beendigung der Inkubationszeit wird
die Kapillare mikroskopisch mit dem 10er
Objektiv im Phasenkontrast betrachtet.

Im » Abschn. 3.3.4 xUntersuchung der Flach-
kapillare« (s.u.) wird die Untersuchung naher
beschrieben.

7. edAnsatz wird erneut in den Inkubator ge-
geben und nach 24 Stunden daraud in unter-
sucht, ob noch motile Spermien im Mukus der
Kapillare zu finden sind.

tdrsuchung der Flachkapillare
Nach Beendigung der zweistiindigen Inkubations-
zeit werden die er reichte Wegstrecke, die P enetra-
tionsdichte, der M igrationsgradient und die An-
wesenheit progressiv motiler Spermien untersucht.
1 Migrationsgradient: Die Entfernung zwischen
dem offenen Kapillarende und dem am weites-
ten entfernt befindlichen Spermiums wird mit
Hilfe des Zentimetermafies abgelesen.
2Penetrationsdichte: Die Kapillare wird bei
1 cm und bei 4,5 cm untersucht und dort wird
jeweils die Anzahl der Spermatozoen in einem
Blickfeld erfasst. Es werden 5 Blickfelder in

Samen

einer Fokussierebene betrachtet (mit einem
10er Objektiv; man spricht von einem »low-
power-field« = LPF) und der Mittelwert aus
den gezihlten Spermien gebildet. Die Bedeu-
tung dieser ermittelten Spermienanzahl wird
mit Hilfe eines Rankingsystems (8 Tab. 3.3)
ermittelt. Fiir die Klassifikation der Penetra-
tionsdichte dient die hochste Spermienanzahl,
unabhingig ob diese an der 4,5- oder der
1,0-cm-Marke gefunden wird.

3Migrationsgradient: Definiert die errechnete
Abnahme der Spermiendichte zwischen der
1,0- und der 4,5-cm-Marke. Ausgedriickt wird
diese Abnahme mit der der Differenz in dem
Rankingsystem.

4Motile Spermatozoen. Es werden die Sper-
mien mit Vorwiértsbewegung erfasst; nach der
zweistiindigen Inkubationszeit, aber auch nach
24 Stunden.

Beispiel 1: Bei der 1-cm-Marke befinden sich zwi-
schen 51-100 $ermien pro Blickfeld und bei 4,5 cm
6-10. Der Migrationsgradient betrigt 3 (Ranking-
ziffer 6 minus Rankingziffer 3=3).

Beispiel 2: Die Penetrationsdichte bei 1 cm be-
tragt 2 1-3 S permatozoen p er B lickfeld und b ei
4,5 cm finden sich 51-100 Spermatozoen. Der Mi-
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B Tab.3.3  &kingsystem fiir die Spermien-
Penetrationsdichte

Mittlere Spermienanzahl pro Rankingziffer
Blickfeld

0 1

65 2

6-10 3

11-20 4

21-50 5

51-100 6
> 100 7

grationsgradient ist Null, da es sic h nicht um eine
Reduktion, sondern um eine S teigerung der S per-
mienanzahl handelt (von Rankingziffer 5 zu R an-
kingziffer 6).

tdnpretation
Die Ergebnisse werden nach Blick in die @ Tab. 3.4
als negativ, maBig oder gut klassifiziert.

3.4 Biochemischdarker zur
Testung der Funktion der
akzessorischen
Geschlechtsdriisen

Eine reduzierte Spermienqualitit kann ihre Ursa-
che in einer fehlerhaften testikuliren Produktion
haben, g enauso k ommen jedo ch p osttestikulére
Ursachen wihr end der P assage im N ebenhoden
in Frage oder eine fehlerhafte Sekretion der akzes-
sorischen Driise. Um die F unktion der akzess ori-
schen Geschlechtsdriisen zu tiberpriifen, bietet sich
die Messung ihrer Sekrete an. Mit Zitronenséure,
Zink, Ga mma-Glutamyl-Transpeptidase und die
Saure Phosphatase stehen Marker fiir die Messung
der Prostatafunktion zur Verfiigung; mit Fruktose
und Prostaglandine ldsst sich die Funktion der Sa-
menblasen uiberpriifen, wiahrend freies L-Carnitin,
Glycerophosphocholin (GPC) und die N eutrale
a-Glukosidase geeignete Marker fiir die Nebenho-
denfunktion darstellen.

Infektionen k 6nnen die P roduktion einig er
dieser M arker v oriibergehend s enken, a ber a uch
Langzeitschdden des Epithels sind m 6glich, die
trotz einer medika mentdsen B ehandlung ir rever-
sibel sein konnen und eine andauernde Reduktion
der S ekretion her vorrufen k énnen (C ooper et al .
1990a; von der Kammer et al. 1991).

Die sekretorische Kapazitat der Prostata: Der

Gehalt an Zink, Zitronensdure (Moéllering u.

Gruber, 1966) oder Saure Phosphatase (Heite

u. Wetterauer 1979) im Ejakulat steht im direk-

ten Zusammenhang mit der Prostatafunktion.

Auch ist die Korrelation zwischen den einzel-

nen Markern gut. Die Methode zur Zink-

bestimmung ist detailliert im » Abschn. 3.4.1

aufgefiihrt.

Die sekretorische Kapazitat der Samenbla-

sen: Der Fruktosegehalt einer Samenprobe

spiegelt die sekretorische Funktion der Samen-
blasen zuverldssig wider. Dieser Assay wird

im » Abschn. 3.4.2beschrieben.

Die sekretorische Kapazitat des Neben-

hodens: L-Carnitin, Glycerophosphocholin

(GPC) und die Neutrale Alpha-Glukosidase

sind gebriuchliche Marker zur Uberpriifung

der Nebenhodenfunktion. Die Neutrale Al-
pha-Glukosidase hat sich als spezifischer und
sensitiver Marker im Vergleich zu GPC oder

L-Carnitin herausgestellt (Cooper et al. 1990a).

Die Alpha-Glukosidase im Seminalplasma

besitzt zwei Isoformen, zum einen die neutrale

Form, die stirker vertreten ist und ausschlief3-

lich vom Nebenhoden stammt, und die weni-

ger ausgepragt vorkommende saure Form, die
iiberwiegend aus der Prostata stammt. Eine
recht leicht durchfithrbare Methode der Al-
pha-Glukosidase-Messung aus dem Seminal-
plasma wird im » Abschn. 3.4.3 erkldrt.

Kommentar

Addiert man die Er gebnisse aller M arker-Assays
eines Patienten und multipliziert diese Konzentra-
tion mit dem Gesamtvolumen des Ejakulates, erhalt
man den Gesamt gehalt der Geschlechtsdriisen-
marker. Dieser spiegelt einen guten Uberblick iber
die allgemeine Funktion der akzessorischen Driisen
eines Patienten wider (Eliasson 1975).
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B Tab.3.4  Iéssifikation der Kapillartest-Ergebnisse
Migrations- Hochste Penetra-
distanz (cm) tionsdichte (Anzahl
der Spermien in
einem mikroskopi-
schen Blickfeld bei 1
oder 4,5 cm)
1 0
<3 oder <0 oder
4,5 und > und
All@nderen Kombinationen der

3.4.Die Bestimmung von Zink im
Seminalplasma

Hargrund

Fir die photometrische Bestimmung von Zink steht
ein kommerzieller Kit zur Verfiigung, der auch fiir
die M essung des Z inkgehalts in S eminalplasma
eingesetzt werden kann. Die b eschriebene Metho-
de basiert auf Johnson u. Elilasson (1987) und wur-
de von Cooper et al. 1991 dahingehend modifiziert,
dass ein Photometer fiir 96-well-Mikrotiterplatten
mit einer Sensitivitdt von 4 umol/l verwendet wird.
Trotzdem kann nach wie vor ein Photometer ver-
wendet werden, das K iivetten mit einer K apazitit
von 1 oder 3 ml liest. In diesem Fall mussen die
Volumina des Seminalplasmas und der Reagenzien
proportional angepasst werden und en tsprechend
muss die Umrechnung erfolgen.

rifzip
Zinkwir dd urch 2-(5-B romo-2-Pyridylazo-)5-
(N-propyl-N-Sulfoporypylamino-)Phenol (5-B  r-
PAPS) gebunden. Wihrend dieser Reaktion findet
ein Farbumschlag statt.
5-Br-PAPS + Z n2* - 5-Br-PAPS-Zn-Komplex,
welcher Licht der Wellenldnge 560 nm absorbiert.

Reagenzien
1. adkommerzielle Zink-Kit ist gut geeignet;
daraus jedoch nur die beiden Farbreagenzien
» A« (zwei 60-ml-Flaschen) und »B« (zwei
30-ml-Flaschen) verwenden.

Migrations- Uberlebensdau- Klassifi-
gradient von 1 er progressiver kation
zu 4.5 cm (als Spermien im
Rankingziffer) Mukus (in Stun-

den)

- - negativ
>3 oder 2 schvach
<3 und >24 gut

&stergebnisse mitel

2. inK-Standard (100 pmol/1): 0,144 g
ZnSO, x 7HO in 50 ml Aqua dest 16sen.
Diesen Ansatz 100fach verdiinnen (1 ml plus
99 ml Aqua dest) und in Aliquots bei —20 °C
aufbewahren.

3.tasdardkurve: die 100-pmol/l-Aliquots (siehe
Punkt 2) mit Aqua dest so verdiinnen, dass 5
Standardlésungen mit einem Zinkgehalt von
80, 60, 40, 20 und 10 umol/l entstehen.

4.arbreagenz: 4 Anteile der Farbreagenz »A«
werden mit einem Anteil der Farbreagenz »B«
vermischt. Fiir eine komplette 96-well-Mikro-
titerplatte werden ungeféhr 25 ml benétigt.
Nach Vermischen ist die Farblosung fiir 2 Tage
stabil, wenn sie bei Raumtemperatur aufbe-
wahrt wird oder fiir 1 Woche bei Lagerung im
Kithlschrank.

5. tirkeine interne Qualitatskontrolle werden
Kontrollproben, bestehend aus gepooltem
Seminalplasma, mitgefiihrt (» Abschn.3.4.1 ,
»Durchfithrunge, Schritt 1)

Rbfiihrung

1. IBjekulate werden nach der Spermienana-
lyse 10 Minuten bei 1000 g zentrifugiert und
anschliefSend dekantiert. Das spermienfreie
Seminalplasma wird bei —20 °C bis zur Durch-
fithrung des Assays gelagert. Uberschiissiges
Seminalplasma kann gut fiir die Anfertigung
eines Pools zwecks interner Qualitatskontrolle
gesammelt werden.

2.urlen Assay werden die Seminalplasmen der
Patienten und die fir die interne Qualitatskon-



122 Kapitel 3 - Fakultative Untersuchungen

trolle aufgetaut und gut mit Hilfe eines Vortex-
Mixers gemischt.
3. useder Seminalplasma-Probe wird in einer
Doppelbestimmung eine Verdiinnung von
je 5 pl der Probe und 300 pl Aqua dest an-
gefertigt. Dazu wird eine Positive-Displace-
ment-Pipette (eine Pipette mit einem direkt
verdrangenden Dosiersystem)verwendet und
1,5-ml-Reaktionsgefafle. Diese Verdiinnung
muss wieder gut gemischt werden (fiir 5 Se-
kunden per Vortex-Schiittler).

. 4 ewpils 40 pl der Probenverdiinnung aus dem
3. Schritt wird in eine Vertiefung der Mikroti-
terplatte pipettiert, inklusive eines Leerwertes
(40 ul Aqua dest), der Qualitatskontrollen und
der Standardverdiinnungen.

5.ed§ verwendete Vertiefung der Mikrotiter-
platte wird mit 200 pl der Farbreagenz gefllt.
Der Ansatz wird fiir 5 Minuten auf einem spe-
ziellen Riittler fiir Mikrotiterplatten gemischt.

. 6 edF¥arbumschlag wird bei einer Wellenlinge
von 560 nm im Spektralphotometer gemessen,
wobei das Ergebnis des Blanks (das Aqua dest
mit der Farblosung) von den gemessenen Wer-
ten abgezogen werden muss.

erBchnung

1. IDikessergebnisse der Proben werden an-
hand der Messergebnisse der Standardlésun-
gen, deren Zinkkonzentration ja definiert ist,
in mmol/l umgerechnet.

2. roBen, deren Absorptionsmesswert hoher als
der des hochsten Standards ist, miissen erneut
gemessen werden, nachdem sie starker ver-
diinnt wurden (Aqua dest zur Verdiinnung
verwenden).

3. mWdie Zinkkonzentration der Proben in
mmol/l zu ermitteln, miissen die Ergebnisse
mit dem Faktor 61 multipliziert werden, da
vorab eine Verdiinnung der Proben (5 ul plus
300 ul Aqua dest) stattgefunden hat.

4. Idimzelnen Messergebnisse der Duplikate
diirfen nicht mehr als 10% voneinander ab-
weichen, um gemittelt werden zu diirfen
(Differenz der Probenmesswerte geteilt durch

Mittelwert der Probenmesswerte) x 100 <10%).

5. Ierenittelte Zinkkonzentration der Probe
wird mit dem Volumen des Ejakulates in ml
multipliziert, um den Gesamtzinkgehalt des
Ejakulates zu errechnen.

tdner Referenzbereich
Der un tere Referenzbereich fiir Zink im E jakulat
liegt bei 2,4 pmol in der Gesamtprobe (Cooper et al
1991 und umveréffentlichte Daten von TG Cooper).

3.4.2Bstimmung der Fruktose aus
dem Seminalplasma

Hargrund

Die beschriebene Methode basiert auf Karvonen u.
Malm (1955) und wurde fiir die Verwendung von
Spektralphotometer, die fiir 96-well-Mikrotiten-
platten konzipiert sind und eine Sensitivitit von 74
pmol/l (Cooper et al. 1990a) b esitzen, modifiziert.
Trotzdem kann nach wie vor ein Photometer ver-
wendet werden, das K iivetten mit einer K apazitat
von 1 oder 3 ml, liest. I n diesem Fall missen die
Volumina des Seminalplasmas und der Reagenzien
proportional angepasst werden und en tsprechend
muss die Umrechnung erfolgen.

rifzip
Unter der W irkung eines niedr igen pH-W ertes
kombiniert mit einem Hitzeeinfluss, bildet Frukto-
se in der Gegenwart von Indol einen Farbkomplex.

Reagenzien
Fir die B estimmung der F ruktose sind k ommer-
zielle Kits er werbbar. Al ternativ k onnen die Re a-
genzien folgendermaflen hergestellt werden:

1. efdoteinisierungs-/EnteiweifSungsreagenz 1
(63 umol/l ZnSO4): 1,8 g ZnSO, 7H,0 werden
in 100 ml Aqua dest gelost.

2. tBmweiflungsreagenz 2 (1mol/l NaOH): 0,4 g
NaOH in 100 ml Aqua dest losen.

. 3 arbreagenz (Indol 2 pmol/l) in Benzoat 16
pmol/l zur Konservierung): 200 mg Benzoe-
sdure in 9o ml Aqua dest in einem Wasserbad
von 60 °C unter stindigem Riitteln I6sen. Da-
rin anschiefSend 25 mg des Indols geben und
mit Aqua dest auf final 100 ml auffiillen. Die
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Losung mit einem Laborfilter mit einer Poren-
grofle von 0,45 um filtern.

4. ruRtose-Standard (2,24 mmol/l): 40 mg D-
Fruktose in 100 ml Aqua dest l6sen. Aliquotie-
ren und bei 4 °C oder eingefroren lagern.

5.taisdardkurve: Den 2,24-mmol/l-Standard so
verdiinnen, dass weitere Standardlésungen von
1,12, 0,56, 0,8 und 0,14 mmol/l entstehen.

6. irldie interne Qualitdtskontrolle werden ge-

poolte Seminalplasmen eingesetzt (s.u. Schritt 1).

Rbfiihrung

1. adN Erstellung des Spermiogramms wird das
Ejakulat fiir 10 Minuten bei 1000 g abzentri-
fugiert. Der Uberstand, das Seminalplasma,
wird bis zum Assay bei —20 °C gelagert. Uber-
schiissiges Seminalplasma kann gut fiir die
Anfertigung eines Pools zwecks interner Qua-
litatskontrolle gesammelt werden.

2. Alimg der Assayerstellung werden die sper-
mienfreien Seminalplasmen sowie ein Aliquot
des Kontrollpools aufgetaut.

3. IPitientenproben und die Kontrollproben
werden verdiinnt, indem 5 pl dieser Semi-
nalplasmen mit 50 pl Aqua dest in ein 1,5 ml
Zentrifugengefifd zusammengefiigt werden.
Empfohlen wird die Verwendung einer Posi-
tiv-Displacement-Pipette und zum Mischen
der Proben ein Vortex. Es miissen jeweils 2
Proben zwecks Doppelbestimmung angefertigt
werden.

4. tEiweifSung: 12,5 ul des Zinksulfats (63
umol/1 ZnSO,) wird zu den 55 pl der Pro-
benverdiinnung pipettiert, dann 12,5 pl des
Natriumhydroxids (0,1 mol/l NaOH). Ansatz
gut mischen, dann 15 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubieren. Anschlielend erfolgt die
Zentrifugation bei 8000 g fiir 5 Minuten.

5.ewkils 50 ul des Uberstandes werden in ein
Reagenzglas tiberfiihrt. Gleichzeitig wird fiir
den Leerwert ein Reagenzglas mit 50 pl Aqua
dest gefiillt und jeweils 50 pl der Standardlo-
sungen werden ebenfalls iibertragen (an Dop-
pelbestimmung denken).

6.n jeédes Reagenzglas wird 50 pl des Indols
pipettiert; Proben anschieflend mischen.

. 7 ,5fnl konzentrierte Salzsdure (32% v/v HCI)
in jedes Reagenzglas geben und vor dem Mi-
schen alle Réhrchen gemeinsam sorgfiltig mit
einer elastischen Laborabdichtfolie verschlie-
Ben. Diese Arbeitsschritte miissen unter dem
Laborabzug durchgefiihrt werden.

. 8 emAnsatz 20 Minuten bei 50 °C im Wasser-
bad inkubieren, anschlieflend mischen und fiir
15 Minuten in Eiswasser lagern.

9. usjedem Reagenzglas mit Hilfe einer Posi-
tive-Displacement-Pipette 250 ul auf die
96-well-Mikrotiterplatte iibertragen. Auch
dieser Arbeitsschritt sollte unter dem Abzug
erfolgen.

10mUdas Spektralphotometer vor Schaden
durch die Salzsdure zu schiitzen, sollte auf die
Mikrotiterplatte vor dem Ablesen transparen-
te, elastische Abdichtfolie platziert werden.

L 1 edFarbumschlag wird bei einer Wellenldnge
von 470 nm gemessen, wobei das Ergebnis des
Leerwertes von den gemessenen Werten abge-
zogen werden muss.

erBchnung

1. IPimktosekonzentration der Proben wird
ermittelt, indem die gemessene Absorption
mit den Absorptionswerten der Standardkurve
(mmol/l) verglichen wird.

2. edsfwerte, die hoher als der hochste Stan-
dardmesswert sind, miissen wiederholt wer-
den. Dafiir ist vorab eine grofSere Verdiinnung
mit Aqua dest notig.

3. IBiegebnisse werden mit dem Verdiinnungs-
faktor 16 (5 ul Probe plus 75 pl Wasser und
Enteiweiflungsreagenzien) multipliziert, um
die Fruktosekonzentration (mmol/l) der un-
verdiinnten Probe zu erhalten.

4. Idimzelnen Messergebnisse der Duplikate
diirfen nicht mehr als 10% voneinander ab-
weichen, um gemittelt werden zu diirfen
(Differenz der Probenmesswerte geteilt durch
Mittelwert der Probenmesswerte) x 100 <10%).

5. Idrenittelte Fruktosekonzentration wird mit
dem Volumen des Ejakulates multipliziert, um
den Gesamtfruktosegehalt (in pmol) der Probe
zu erhalten
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tdner Referenzbereich
Der un tere Ref erenzbereich f tir F ruktose b etragt
13 pmol im Gesamt-Ejakulat (Cooper et al 1991 und
unpublizierte Daten von TG Cooper).

Kommentar

Ein niedriger Fruktosegehalt ist charakteristisch fir
Obstruktionen im Duc tus ejaculatorius, der bilate-
ralen kongenitalen Aplasie des Vas deferens (de la
Taille et al. 1998; Daudin et al. 2000; von Eckardstein
et al. 2000), patrtielle retrograde Ejakulation und An-
drogenmangel.

3.4.8Bstimmung der neutralen
a-Glukosidase im
Seminalplasma

Hargrund

i Seminalplasma befindet sich s owohl ein neu-
trales a-Glukosidase Isoenzym, welches aus dem
Nebenhoden st ammt, als a uch das s aure I soen-
zym, das in der P rostata gebildet wird. Das saure
a-Glukosidase Isoenzym kann durch SDS (Sodium
Dodecyl S ulfate) inhib iert w erden (P aquin et al .
1984), damit das neutrale Isoenzym gemessen wer-
den kann. D iese n eutrale a- Glukosidase s piegelt
die F unktionsfihigkeit des N ebenhodens wider .
Um die S ensitivitit der Messmethode zu st eigern,
werden C astanospermine als I nhibitoren ein ge-
setzt und dabei helfen, die unspezifischen Reaktio-
nen der Probe erkennen, damit sie rechnerisch von
dem Messergebnis abgezogen werden konnen. Die
beschriebene Methode ist f iir Spektralphotometer
konzipiert w orden, die 96-w ell-Mikrotiterplatten
lesen und eine S ensitivitidt von 1,9 mU/ml aufwei-
sen (Cooper et al. 1990b). Trotzdem kann nach wie
vor ein Photometer verwendet werden, das Kiivet-
ten mit einer Kapazitit von 1 ml oder 3 ml liest. In
diesem Fall miissen die Volumina des Seminalplas-
mas und der Re agenzien p roportional a ngepasst
werden und entsprechend muss die Umrechnung
erfolgen.

rifzip
Glukosidase wandelt das syn thetische Glukopyra-
nosid-Substrat zu p-N itrophenol um, w elches b ei

Zugabe v on N atriumcarbonat eine G elbfirbung
annimmt.

ptrophenol-a-glucopyranoside “2M s 1 Nj-

trophenol s Komplex, der Licht der Wellenlan-
ge 405 nm absorbiert

Reagenzien
Fiir die B estimmung der ep ididymalen neutralen
Alpha-Glukosidase im Seminalplasma sind Kits im
Handel erhal tlich. Es s ollten jedo ch nur die K its
verwendet werden, die SDS und Castanospermine
enthalten. Al ternativ k 6nnen die Re agenzien je-
doch auch selbst hergestellt werden.

1Puffer 1 (0,2 md/l Phosphat, pH 6,8): 4,56 g
K, HPQ, x3H,0 in 100 ml Aqua dest 16sen.
Dann 2,72 g KH, PQ, separat in 100 ml Aqua
dest 16sen. Beide Losungen so miteinander
vermischen, bis ein pH-Wert von 6,8 erreicht
ist.

2Puffer 2: 1 g SDS in 100 ml von Pufferl geben.
Das SDS fillt bei kithleren Temperaturen aus,
die Prézipitation 16st sich jedoch bei Warme-
zufuhr.

3.arbreagenz 1 (fiir das Stoppen der Reaktion,
0,1 mol/I Natrium Carbonat): 6,20 g Na, GO, x
H,0 in 500 ml Aqua dest I6sen.

4.arbreagenz 2: 0,1 g SDS in 100 ml der Farb-
reagenz 1 1osen.

5. ptddphenol Glukopyranosid-Substrat
(PNPG) (5 mg/ml): 0,1 g des PNGP in 20 ml
Puffer 2 geben und die Losung auf eine War-
meplatte mit Magnetriihrer bei ca. 50 °C fiir
rund 10 Minuten stellen. Es stellt kein Problem
dar, wenn sich wenige verbleibende Kristalle
nicht auflgsen. Fiir die gesamte Dauer des As-
says wird diese Losung bis zum Gebrauch bei
37 °C autbewahrt und kann fiir spatere Assays
nicht mehr verwendet werden.

. 6 uGdsidase Inhibitor fiir die Leerwertbestim-
mung der Seminalplasmen (Castanospermine,
10 mmol/l): 18,9 mg Castanospermine in 10 ml
Aqua dest 16sen. Zur Herstellung der Arbeits-
16sung wird eine 10fache Verdiinnung herge-
stellt, sodass Immd/l entsteht. Diese sollten in
1,0 ml Aliquots bei —20 °C gelagert werden.

7.  PMRndard (5mmol/l): 69,5 mg PNP wer-
den in 100 ml Aqua dest geldst, wobei zu



beachten ist, dass die Losung nur in Warme
zustande kommt. Hat sich das PNP vollstindig
gelost, ist die Losung entweder in Braunglas-
behaltern oder in einfachen Flaschen, die mit
Aluminiumfolie umwickelt werden, bei 4 °C
aufzubewahren. Diese Standardlosung hat eine
Haltbarkeit von 3 Monaten.

8. stétlen der Standardkurve (innerhalb der
letzten Stunde der Inkubationszeit): 400 ul der
5 mmol/l PNP-Stocklosung in einen 10-ml-
Kolben pipettieren und mit Farbreagenz 2 bis
zur Markierung auffiillen, sodass eine finale
Konzentration von 200 umol/l PNP entsteht.
Anschlieflend werden diese 200 mmol/l so mit
Farbreagenz 2 verdiinnt, dass 160, 120, 80 und
40 pmol/l entstehen.

9. eff@olte Seminalplasmen dienen als inter-
ne Qualitatskontrolle (s.u. » Abschn.3.4.3 ,
»Durchfithrung, Schritt 1).

Rbfiihrung

1. adN Erstellung des Spermiogramms wird das
Ejakulat fiir 10 Minuten bei 1000 g abzentri-
fugiert. Der Uberstand, das Seminalplasma,
wird bis zum Assay bei —20 °C gelagert. Uber-
schiissiges Seminalplasma kann gut fiir die
Anfertigung eines Pools zwecks interner Qua-
litatskontrolle gesammelt werden.

2. Alimg der Assayerstellung werden die sper-
mienfreien Seminalplasmen, sowie ein Aliquot
des Kontrollpools aufgetaut.

3. orvden Patientenproben werden in einer
Doppelbestimmung 15 pl in ein 1,5-ml-Zentri-
fugenrohrchen gegeben. Fiir die Bestimmung
des Leerwertes wird 15 Aqua dest verwendet
(Doppelbestimmung immer beachten) und die
Kontrollproben werden 4-mal pipettiert. Die
Verwendung einer Positiv-Displacement-Pi-
pette wird empfohlen.

4. u Zwei der vier Kontrollproben wird 8 pl der
Immad/] Castanospermine pipettiert.

5100 pl der auf 37 °C vorgewédrmten PNPG-
Substratlosung wird in jedes Reaktionsgefaf3
pipettiert.

. 6 Dieserden gut gemischt, am besten mit
Hilfe eines Vortex, und fiir 2 Stunden bei 37 °C
inkubiert. Die exakte Temperatur und Zeitdau-
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er der Inkubation sind entscheidend fiir die
Messergebnisse.

7. adl 2 Stunden wird die Reaktion durch das
Aufpipettieren von 1,0 ml Farbreagenz 1 auf
alle Proben. Mischen ist wichtig.

8. 028 der Proben und des Standards werden
auf die 96-well-Mikrotiterplatte transferiert.

9.nnkrhalb von 60 Minuten wird die Mikro-
titerplatte im Spektralphotometer mit einer
Wellenlinge von 405 nm abgelesen, das Reak-
tionsgefa mit dem Aqua dest dient dabei der
Leerwert-Bestimmung.

erBchnung

1. IPWP-Konzentration der Proben wird mit
der der Standardkurve verglichen und entspre-
chend lassen sich die gemessen Absorptions-
werte in pmol/l ermitteln.

2.iegen Messwerte von Proben oberhalb der
Messwerte des hochsten Standards, muss die
Messung mit der verdiinnten Probe (hierfiir
Puffer 1 verwenden) wiederholt werden.

. 3 edKorrekturfaktor 0,6194 (siehe Anmer-
kung) wird mit den Ergebnissen multipliziert,
um die Aktivitdt der Neutralen Glukosidase in
unverdiinnten Proben niher zu kommen.

4. Disstrataktivitdt (IU/1) der Castanosper-
mine wird von den Messwerten abgezogen,
um die unspezifischen Reaktionen rechnerisch
zu eliminieren.

5. Idimzelnen Messergebnisse der Duplikate
diirfen nicht mehr als 10% voneinander ab-
weichen, um gemittelt werden zu diirfen
(Differenz der Probenmesswerte geteilt durch
Mittelwert der Probenmesswerte) x 100 <10%).

6. edkorrigierte Messwert der Probe wird mit
dem Volumen des Ejakulats multipliziert, um
die Glukosidase-Aktivitit (mU) der Gesamt-
probe zu ermitteln.

Anmerkung

Die Einheit U= Internationaler Unit ist definiert als die Gluko-
sidase-Aktivitat, die 1 umol PNP pro Minute bei einer Tempe-
ratur von 37 °C entstehen lasst. Der Korrekturfaktor ist nétig,
da bei diesem A ssay 15 pl Seminalplasma in einem Gesamt-
volumen von 1.115 pl tber einen Z eitraum von 120 Minuten
eingesetzt w erden. Der Korrekturfaktor errechnet sich fol-
gendermaflen: (1115/15)/12®,6194.
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tddar Referenzbereich
Der untere Referenzbereich fiir die neu trale a-G-
lukosidase liegt bei 20 mU pro Ejakulat (Cooper et
al. 1991 und unverdéffentlichte Daten von TG Coo-

per).

3.5 @mputerassistierte
Spermienanalyse

ten Analyse fiir die S permienmotilitdt und S per-
mienkonzentration erldutert. Im » Abschn. 3.5.4ist
ein Kommentar zum Status der computerassistier-
ten Analyse der Spermienmorphologie zu finden.

3.5.2¥%rwendung der CASA zur
Bestimmung der
Spermienmotilitat

3.5.1 Einfiihrung

Bislang galt die co mputerassistierte Spermienana-
lyse (CASA) zur K onzentrationsbestimmung als
unzuverldssig, w eil die S ysteme nic ht e indeutig
zwischen Spermien und Z ellresten o der Partikeln
unterscheiden konnten (ESHRE, 1998). Technolo-
gische Er neuerungen, in sbesondere die V erwen-
dung v on D NA-Fluoreszenz-Farbstoffen und Al-
gorithmen zur D etektion der S permienschwinze,
offerieren eine zuverldssigere Konzentrationsbe-
stimmung, b zw. M otilitdtsbestimmung (Z inaman
etal. 1996; Garrett et al . 200 3) als b isher. D amit
konnte die CASA in den Ro utineablauf integriert
werden. Vorausgesetzt, sie wird mit Sorgfalt ausge-
tibt und die Richtigkeit der CASA-System-Auswer-
tungen wird durch Qualititskontrollen iiberwacht
(» Kap.7 ).

Mittlerweile b ieten mehr ere Fir men CASA -
Systeme an. Diese Systeme erfassen die Spermien-
motilitt, die Kinetik und die S permienkonzentra-
tion. Einige besitzen Module fiir die mo rphologi-
sche Analyse. CASA-Systeme haben gegeniiber der
manuellen Analyse den Vorteil, dass sie mi t einer
hohen Prizision arbeiten und q uantitative Aussa-
gen der kinetis chen P arameter (V orwértsbeweg-
lichkeit, h yperaktivierte M otilitat, Cha rakteristik
ausgesuchter Zellen) machen konnen.

Einige S tudien lass en erk ennen, dass es eine
signifikante Rela tion zwis chen der S permienkon-
zentration p lus p er CASA g emessene Cha rakte-
ristiken der p rogressiv motilen Spermien und der
Fertilittsrate gibt. Das gilt in vitro als auch in vivo,
als auch fiir die Konzeptionsdauer (Liu et al. 1991a;
Barratt et al . 1993; Irvine et al . 1994; Krause 1995;
Dennelly et al. 1998: Larsen et al. 2000; Garrett et al.
2003; Shibahara et al. 2004). Im » Abschn. 3.5.2 und
3.5.3wird die Dur chfithrung der computergestiitz-

Wiahrend die p rozentuale Einteilung der M otilitit
meist unglaubwiirdig ist, da der Gomputer immoti-
le Spermien von Zellpartikeln gleicher Grof3e nicht
zu unterscheiden weif3, sind hin gegen die CASA -
Systeme f tir kinetis che M essungen der S permien
gut geeignet.

Viele Faktoren konnen Einfluss auf die CASA -
Auswertung nehmen, wie z.B. die Probenvorberei-
tung, die Bildfrequenz, die Spermienkonzentration
und die Tiefe der Zdhlkammer (Davis u. Katz 1992;
Mortimer 1994a, b; Kraemer et al. 1998). Trotzdem
lassen sic h r eproduzierbare M esswerte erz ielen,
wenn die f olgenden Instruktionen (D avis u. Katz
1992) und die Ric htlinien fir den G ebrauch von
CASA-Systemen (M ortimer etal .1995; ES HRE
1998) beachtet werden.

Fiir die Untersuchung der Spermienbeweglich-
keit sollten mindestens 200 mo tile Spermien ana-
lysiert werden. Das bedeutet, dass hier fiir deutlich
mehr Spermien detektiert werden miissen. Sollen
die S permien nac h ihr em B ewegungstyp ka tego-
risiert w erden o der a ndere M esswerte b estimmt
werden, sind s o viele T racks zu a nalysieren, dass
mindestens 200 motile Spermien, besser noch 400,
erfasst werden. Die Anzahl sollte dann fiir alle Pro-
ben standardisiert werden.

Das CASA-System sollte mit einem Computer-
programm verkniipft werden, das in der L age ist,
die Daten zu o rdnen und st atistisch auszuwerten.
Die S treuung vieler der M otilitdtsparameter lasst
sich nicht durch eine Ga uf¥’sche Verteilungskurve
darstellen, s odass der M edianwert, der g eeigneter
ist als der M ittelwert, am besten die zen trale Ten-
denz eines jeden P arameters a ufzeigen kann. Fiir
die statistische Auswertung bedarf es der Umwand-
lung einzelner Spermatozoen-Messwerte in mathe-
matische Zahlen.
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Dalfithrung

Fiir jedes CASA -System gibt es eig ene Einstellun-
gen, die Einfluss auf die M esswerte nehmen und
somit optimiert werden sollten. Die vom Hersteller
vorgegebenen S ettings s ollten k ontrolliert und s o
variiert werden, dass die gemessenen Werte logisch
erscheinen und reproduzierbar sind. Wichtig ist die
Verwendung einer Kontrolle, wie z.B. einer Video-
aufnahme (» Abschn. 14.5 Diverse Autoren haben
Diskussionsbeitrage f iir eine allg emeine S etting-
auswahl veroffentlicht (Davis u. Katz 1992; Morti-
mer 1994b; ESHRE 1998).

roBenvorbereitung

Fiir die CASA werden die Samenproben vorbereitet
wie in » Kap. 2 beschrieben. Da die S permienmo-
tilitdt von Temperaturschwankungen beeinflusst
wird, ist eine in terne Warmeplatte des CASA -Sys-
tems, die konstant eine Temperatur von 37 °C hilt,
obligat. Fiir die Bestimmung der Spermienkonzen-
tration und der v erschiedenen Motilitatscharakte-
ristiken wir d die Sa menprobe un verdiinnt ein ge-
setzt. M essungen sind mdg lich b ei Konzentratio-
nen zwischen 2 x 10 Spermien/ml bis 50 x 10° /ml
(Garrett et al. 2003).

Proben mit h 6heren Konzentrationen (grofier
als 50 Millionen/ml) sollten verdiinnt werden, da
die miteinander kollidierenden Spermatozoen feh-
lerhafte M essergebnisse lief ern. Die V erdiinnung
sollte mi t S eminalplasma dess elben P atienten er -
folgen.

1.  Hieil des Ejakulates wird fiir 6 Minuten bei
16000 g zentrifugiert, um spermienfreies Se-
minalplasma zu gewinnen.

2. adOriginalejakulat wird so mit dem Semi-
nalplasma verdiinnt, dass eine Konzentration
von unter 50 Millionen Spermien/ml entsteht.

Spezielle Ein weg-Zahlkammern, mi t ein er Z &hl-
tiefe von 20 pum er geben zu verldssige Er gebnisse.
Diese Zahlkammern besitzen zwei Areale; zwecks
Doppelbestimmung s ollten b eide f {ir ei ne P robe
gefiillt und a usgewertet w erden. Es s ollten st ets
moglichst viele der Z dhlfelder untersucht werden:
6 Felder pro Kammer, also 12 Zihlfelder pro Probe
liefern ein zu verléssiges Er gebnis. I n jeder K am-
merseite sollten mindestens 200 motile Spermien
ausgewertet werden. Dieses System muss genauso
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qualitatskontrolliert sein wie die M otilitdtsbestim-
mung (» Abschn. 2.5.2). Die Proben konnen entwe-
der direkt analysiert werden oder vorab als Film-
sequenz auf ein Videoband, einer D VD oder CD-
ROM aufgenommen werden. Diese Methode bietet
den Vorteil, dass eine Sandardisierung und die Im-
plementierung von kontrollierten Prozessen deut-
lich besser etabliert werden kann (» Abschn. 14.5 ).
In der Regel gibt die Herstellerfirma Empfehlun-
gen, wie die Filma ufnahmen erstellt werden kon-
nen und w elche L ichteinstellungen den gr 6f3ten
Kontrast zwis chen den S permienképfen und dem
Hintergrund bieten.

Es herrscht Uneinigkeit dariiber, wie lange der
Weg der Spermien b eobachtet werden soll, damit
eine sichere Aussage gefillt werden kann. Eine Se-
kunde scheint jedoch fiir eine einfache CASA-Aus-
wertung ausreichend zu sein (Mortimer 1994b).

ASA-Terminologie
Fir die P arameter, die v on der CASA g emessen
werden, gibt es eine Standard-Terminologie. Als
Mlustration sind dies e Parameter in der @ Abb. 3.3
zu finden.

1. CWV- curvilinear velocity (um/s) - »Spur-
geschwindigkeit«: Die in einer bestimmten
Zeit gemessene zuriickgelegte Geschwindigkeit
des Spermienkopfes entlang seiner tatsidchlich
zuriickgelegten kurvilinearen Bahn, wie sie
sich in zwei Dimensionen im mikroskopischen
Blickfeld darstellt.

2. SIV- straight-line velocity (um/s) — »Progres-
sivgeschwindigkeit«: Die in einer bestimmten
Zeit zuriickgelegte Strecke des Spermienkopfes
wird in einer gedachten Linie von der Start-
position bis zur Endposition gemessen.

3. AW - average path velocity (um/s) - »Pfadge-
schwindigkeit«: Die in einer bestimmten Zeit
gemessene raumliche Wegstrecke wird, rech-
nerisch geglattet durch den Algorithmus des
CASA-Systems, in Geschwindigkeit umgerech-
net. Da die Algorithmen von verschiedenen
CASA-Systemen unterschiedlich sein konnen,
sind Vergleiche in den VAP-Ergebnissen nicht
moglich.

4. ABHmplitude of lateral head displacement
(um) »seitliche Kopfauslenkung«: Die Grof3e
der lateralen Kopfauslenkung entlang seines
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Kurvenformige
Wegstrecken

Durchschnittlichen
Wegstrecken

VCL

O Abb.3.3

mittleren Bewegungspfades wird berechnet.
Diese seitliche Kopfauslenkung kann entwe-
der als Maximalwert oder als Mittelwert der
Lateralbewegung berechnet werden. Auch fiir
ALH-Berechnungen liegen fiir jedes CASA-
System unterschiedliche Algorithmen zugrun-
de, sodass Vergleiche zwischen verschiedenen
CASA-Systemen nicht mdglich sind.

5. LHinearity (ohne Einheit) - »Linearitét«:
Dieser Wert ist ein Maf fiir die Gestrecktheit
der kurvilinearen Bahn, VSL/VCL.

6. OB - wobble (ohne Einheit) - »Flattrigkeit,
»Seitenausschlag«: Rechnerisches Maf3 fiir die
Ostzillation des Spermiums anhand des wirk-
lich zuriickgelegten Weges im Vergleich zur
rechnerisch geglitteten Laufbahn, VAP/VCL.

7.THS - straightness (ohne Einheit) »Linearitéts-
index«: Maf3 fiir die Gestrecktheit des gemittel-
ten Weges, VSL/VAP.

8. CB- beat-cross frequency (Hz) — »Kopf-
schlagfrequenz«. Das Maf fiir die mittlere
Rate, in der der kurvilineare Pfad den gemit-
telten Pfad kreuzt.

9. MADnean angular displacement (Grad)

- »mittlere Richtungsabweichung«: Mittlerer
Wert fiir den Winkel der Richtungsédnderung

I
I
/ - \\.i

7
[ VSL
\/./ Geradlinige Wegstrecken

Standargtrminologie der per CASA gemessenen Variablen

des Spermienkopfes entlang der kurvenlinea-
ren Bahn pro Zeiteinheit.

Anmerkung

Die verschiedenen CASA-Systeme arbeiten mit unterschied-
lichen mathematischen Algorithmen, um die einz elnen Va-
riablen zu errechnen. Uber die Vergleichbarkeit der Systeme
untereinander gibt es noch keine verldsslichen Aussagen.

3.5.8SA zur Bestimmung der
Spermienkonzentration

Mit Hilfe von DNA-Fluoreszenz-Farbstoffen lassen
sich p er CASA die K onzentration und der p ro-
zentuale An teil mo tiler S permien zu verléssig er -
mitteln, sofern die Technik prézise eingesetzt wird
(Garrett et al. 2003). So sollte zum Beispiel bei der
Verwendung von Einwegkammern darauf geachtet
werden, dass mehr ere Areale der K ammer un ter-
sucht werden und darauf geachtet wird, die von der
Einfillseite entfernt liegenden Bereiche mit einzu-
beziehen, da d avon a uszugehen ist, dass sich die
Spermien nicht homogen verteilen werden (Doug-
las-Hamilton et al. 2005b). Ein Gegenvergleich mit
Hilfe eines Himozytometers ist notwendig.
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Permienkonzentrationen zwischen 2 x 10° pro
ml und 50 x 10 pro ml sind auf diese Art ermittel-
bar (Garrett et al., 2003). Hoher konzentrierte Pro-
ben miissen verdiinnt werden.

Anmerkung

CASA-Instrumente det ektieren und zédhlen fluoreszierende
Spermienkopfe. Um zu erfahren, ob die Spermien wirklich in-
takt sind (zum Beispiel ob Spermienkopf und S chwanz nicht
getrennt voneinander sind), ist eine mikroskopische Kontrol-
le zwingend notwendig.

3.5.48mputergestiitzte
Untersuchung der
Spermienmorphologie (CASMA)

Prinzipiell h at d ie c omputergestiitzte S permien-
analyse das P otential ob jektive und r eproduzier-
bare Ergebnisse zu liefern. Mittlerweile sind kom-
merziell e rwerbbare S ysteme auf d em Markt, die
eine Quantifizierung des S permienkopfes und des
Mittelstiicks, und mog licherweise auch des S per-
mienschwanzes v ersprechen. D efekte des S per-
mienschwanzes und deren Einfluss auf die Motili-
tdt lassen sich direkter iiber die Motilititsmessung
und deren Variablen im CASA-System ermitteln.
Grundsitzlich klassifizieren die meist en CASMA-
Systeme die Spermienkdpfe sowie die Mittelstiicke
in die Kategorie normal oder abnormal und ermit-
teln einen Mittelwert tiber die Dimensionen dieser
Bestandteile. Gleichzeitig geben sie Auskunft iiber
regulére o der elli ptische F ormen und mess en, in
Abhingigkeit vom Ergebnis der Laborfarbung, das
Areal des Akrosoms.

Automatisierte Systeme haben ein noch grofle-
res Potential fiir eine objektive, prazise und repro-
duzierbare Analyse als ma nuelle Systeme ( Menk-
veld et al . 1990). A bweichungen in P rézision und
Reproduzierbarkeit k 6nnen un ter 7% (Ga rrett u.
Baker 1995) betragen, was g eringer ist als die A b-
weichungen der ma nuellen Anal ysen einer v er-
sierten L aborkraft. Dies e Rep roduzierbarkeit und
Prizision d er computerassistierten S permienmor-
phologicauswertung (CASMA) wird durch unglei-
che Einstellungen wie zum Beispiel bei der Fokus-
sierung, der L ichtzufuhr, der P robenvorbereitung
und der L aborfirbung des A usstrichs g efihrdet
(Lacquet et al. 1996; Menkveld et al. 1997). Auch be-
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einflusst die technische Schwierigkeit des CASMA-
Systems, Spermienkdpfe von Zellpartikeln gleicher
Grofle nic ht un terscheiden zu k 6nnen, in sbeson-
dere bei gering konzentrierten Proben die Er geb-
nisse (Garrett u. Baker 1995; Menkveld et al. 1997;
Coetzee et al. 1999a, b). Das Problem der automati-
sierten Analyse ist, dass es k eine Moglichkeit gibt,
Artefakte oder Fehler in der Probenpréparation zu
kompensieren. Selbst kleine Abweichungen in der
Hintergrundfirbung des morphologischen Aus-
strichpréparates k 6nnen da fiir s orgen, dass das
System ein Spermium falsch charakterisiert oder es
gar nicht als solches identifizieren kann. Auf diese
Art und Weise wird das Gesamtergebnis verfilscht.
Genau wieb eiderma nuellen A uswertung
der S permienmorphologie, miissen a uch hier die
Arbeitsabldufe und Instrumente standardisiert und
iiberwacht w erden, da mit v ergleichbare und v er-
lassliche Er gebnisse erziel t werden k 6nnen. W ie
die Ejakulatprobe vorbereitet werden kann, um den
Hintergrund fiir die CAS MA-Aufnahme zu r edu-
zieren, wird im » Abschn. 2.13.2»Waschen von zell-
reichen oder viskdsen Ejakulaten« erldutert. Ist die
Spermienkonzentration niedrig (<2 x 10), sollte
die Probe durch Zentrifugation angereichert wer-
den. D er Arb eitsschritt wird im » Abschn. 2.13.2
»Proben mit geringen S permienkonzentrationenc
erklart.
Anmerkung

Das Zentrifugieren der Probe kann Effekte in der M orpholo-
gie bewirken und muss daher vermerkt werden.

Zwei S tudien zeigt en, dass es signifikante Bezie-
hungen zwis chen CAS MA-Ergebnissen und F er-
tilitdtsendpunkten gibt. Coetzee et al. (200 3) fand
heraus, dass das morphologische Er gebnis auto-
matisierter Anal ysen eine signifikante Voraussa-
ge Uber die Wahrscheinlichkeit der Fertilitdtsrate
in vitro, s owie iib er die W ahrscheinlichkeit einer
Schwangerschaft treffen kann. Garrett et al. (2003)
konnte zeig en, dass die P rozentzahl g efundener
morphologischer K opfe, die denena n der Z ona
Pellucida (»zo na-preferred«,%Z) g ebundenen g li-
chen, zusammen mit den V SL-Werten (»P rogres-
sivgeschwindigkeit«) signifikant und una bhéngig
voneinander mi tderna tiirlichen S chwanger-
schaftsrate einer gr ofSen Gruppe sub fertiler Paare
in Beziehung steht. Der Zusammenhang zwischen
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den beiden Parametern (%Z und VSL) und Fertili-
tdt b estétigte sich konstant und es fand sich kein
oberer Grenzwert, ab dem keine weitere Steigerung
der S chwangerschaftsrate zu b eobachten gewesen
wire. Es sind w eitere S tudien zur F ertilitdtsrate
mit grofleren Teilnehmerzahlen notig, um die B e-
stimmung der Spermienmorphologie mit Hilfe der
CASA zu verbessern.

Moglicherweise nehmen a utomatisierte S yste-
me in der Quali titskontrolle einen g ewissen Stel-
lenwert ein, a ber b evor sie im k linischen B ereich
ihren Einsatz finden, sind weitere Studien notig.
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4.1 - Reaktive Sauerstoffradikale

oll die SpSrmienfunktion getestet werden, sind die
Spermien spitestens eine Stunde nach der Samen-
probenabgabe vom Seminalplasma zu trennen, um
negative Effekte von Produkten somatischer Zellen
zu vermeiden. Dank der konstanten Verbesserung
des V erstiandnisses in mo lekulare M echanismen
der Spermienfunktion entwickeln sich immer neue
diagnostische Tests. Zum B eispiel zeigt en j iingste
Daten, wie wichtig die Kondensierung und Integri-
tat der nuklearen DNA fiir die funktionelle Kompe-
tenz der menschlichen Spermien ist. Zunehmende
Evidenz weist auf eine Assoziation zwischen DNA-
Integritat, Chr omatinorganisationindenS  per-
mien und Fertilitat hin (Sak kas et al. 1998; Aitken
u. Krausz 2001; Virro et al. 2004).

Ebenso wird das b essere Verstandnis der S ig-
naltransduktionskaskaden f iir die S permienfunk-
tion die Entwicklung von diagnostischen Tests
erlauben, die D efekte in S permien von infertilen
Minnern a bkldren k 6nnen. Um das V erstdndnis
der biologischen Basis der mi nnlichen Infertilitét
zu v ertiefen, wur de eine S erie v on f unktionellen
Tests entwickelt, die die Fahigkeit zur Befruchtung
testen: die An bindung an die Z ona p ellucida, die
akrosomale Exozytose und die Fusion mit der Dot-
termembran der Oozyte.

4.1 Reaktio Sauerstoffradikale

4.1.1 Einleitung
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antioxidanten S ystemen (H arnsdure, A scorbin-
sdure, a-Tocopherol) a usgeriistet. S ind dies e v er-
braucht, wird die Spermienfunktion beeintrachtigt
(Agarwal et al. 2004).

Im md nnlichen E jakulat werden R OS s owohl
von S permien (Ai tken u. Cla rkson 1987; Alvarez
etal. 1987; Iwasaki u. Gagnon 1992) als a uch von
Leukozyten (Aitken u. West 1990) produziert. Das
Seminalplasma e nthélt f reie R adikalfinger u nd
antioxidante Enzyme , die in ma nchen P atienten
unzureichend sind ( Jones et al . 1979; Smith et al .
1996). Die Entnahme des Seminalplasmas wihrend
der S permienpréparation f iir assistier te Rep ro-
duktionsverfahren ( » Kap. 5 kann die Spermien
sensibler fiir oxidative Angriffe machen. Eine hohe
ROS-Produktion v erursacht o xidative S chiaden
und eine v erminderte S permienfunktion s owie
DNA-Schiden in Mitochondrien und im Z ellkern
(Sawyer et al. 2003).

Permien-Vitaltests werden héufig zur Bestim-
mung der Spermienqualitit eingesetzt. Die Er geb-
nisse solcher Tests korrelieren mit der Lipidperoxi-
dation in den Spermien (Gomez et al. 1998).

Chemtumineszenzbasierte Reagenzien (Lu-
minol o der L ucigenin) k énnen zur B estimmung
der R OS-Produktion und Redo xaktivitit mé nnli-
cher Spermien eingesetzt werden.

4.1.2 ROBestimmung in
Spermiensuspensionen

Die exzessive Produktion von reaktiven Sauerstoft-
radikalen (ROS) und die ho chaktiven zytoplasma-
tischen Enzyme wie K reatin-Phosphokinase k on-
nen S permienabnormalititen a ndeuten, die mi t
Zytoplasmaresten im Mittelstiick einhergehen (Rao
et al. 1989; Gomez et al. 1996; Aitken et al. 2004).
RS sind Sauerstoffmetabolite und s chlieflen
das S uperoxidanion, W asserstoffperoxid, Hydro-
xyl- und Hydroperoxyl-Radikale und Stickstoffoxi-
de ein. Bei starker Erhohung konnen Sie pathologi-
sche Veranderungen durch oxidative Schiden der
zelluldren Lipide, Proteine und D NA verursachen
(Griveau u. L e L annou 1997; Aitken et al . 200 3;
Henkel et al . 200 4). Die meist en Z ellen sind mi t
enzymatischen (Superoxid-Dismutase, Glutathion-
Peroxidase und Katalase) oder nichtenzymatischen

riRzip

Ein Luminometer misst die L ichtintensitét in der
mannlichen S permienprobe, n achdem d iese m it
einer ¢ hemolumineszenten S ubstanz g emischt
wurde. Bei dieser Methode wird eine Mischung aus
Luminol und Meerrettich-Peroxidase eingesetzt,
um die P roduktion v on W asserstoffperoxid zu
messen. Weitere Substanzen (z.B. Lucigenin) kon-
nen fiir die Bestimmung von ROS in gewaschenen
Spermienpréparationen eingesetzt werden (Aitken
etal. 1992; McKinney et al. 1996).

Ik Substanz Formyl-Methionyl-Leucyl-Phe-
nylalanine (FMLP) ka nn ein sp ezifisches Signal
fir L eukozyten g enerieren, w eil S permien k eine
Rezeptoren f iir dies e S ubstanz ha ben (K rausz et
al. 1992). Die S ignalstirke wir d d urch V ergleich
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Log Chemoluminiszenz (c.p.m.)

T T T
25 3 35 4 45 5 55 6 65
Log Leukozytenkonzentration/ml

O Abb.4.1  Chemilumineenz nach Eingabe von ozoni-
siertem Zymosan. Es besteht eine lineare logarithmische
Korrelation zwischen Leukozytenkonzentration und chemo-
lumineszentem Signal (Daten von RJ Aitken)

mit polynukledren Leukozytenpraparationen be-
stimmt. (8 Abb. 4.1).

Anmerkung

Die Genauigkeit dieser Bestimmungen wird noch diskutier t
(Aitken et al. 2004), aber Daten belegen eine Anwendung als
Spermienfunktionstest (Zorn et al. 2003; Said et al.2004).

Anmerkung

Ein einzelner Leukozyt generier t 100-mal mehr ROS als ein
Spermium. Deswegen hat eine Kontamination mit L eukozy-
ten einen starken Einfluss auf die Chemoluminesz enz einer
Spermienpraparation.

Reagenzien

. 1 as balancierte Salzlosung (HBSS), ohne
Phenolrot: sieche » Abschn. 11.4 .

2. reKs-Ringer-Medium (KRM), ohne Phenol-
rot: siehe » Abschn. 11.7 .

. 3 urhinol, 25 mmol/l: 29 mg Luminol (5-Ami-
no-2,3-Dehydro-1,4-Phthalazinedion) in 10 ml
Dimethyl-Sulfoxyd (DMSO) auflgsen.

4. eddrettich-Peroxidase (HRP) (Typ VI, 310
IU/mg Eiweif3): 5 mg (155 IU) in 1 ml KRM
auflosen.

5. FMURukozyten-spezifische Substanz, 10
mmol/l): 44 mg FMLP in 10 ml DMSO aufl6-
sen.

. 6 hd?bol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), 1
mmol/l Stammlésung: 6,2 mg PMA in 10 ml
DMSO auflésen. 1 mmd/l PMA 1:100 in

DMSO verdiinnen (ergibt 10 umol/l Endver-
diinnung).

7. yridosan
8. el@tine: 0,1%(1g/1) in HBSS

Opsonisierudgs Zymosan
1.005mg Zymosan in 10 ml HBSS eingeben.
2. rdRig mischen.
3. Rfnuten in geschlossenem Gefif3 kochen,
um Verdunstung zu vermeiden
. 4 Minuten bei 500 g zentrifugieren.
5. adPellet mit 10 ml HBSS waschen.
6. a¥dhschritt 4 und 5 wiederholen.
7. adPellet sorgfiltig in 5 ml frisches humanes
Serum pipettieren.
8. Minuten Inkubation.
. 9 Minuten bei 500 g zentrifugieren.
10ellBt mit 10 ml HBSS waschen.
11.a8¢hschritte 9 und 10 wiederholen.
12.adPellet resuspendieren auf eine Konzentra-
tion von 50 mg/ml in 10 ml HBSS+0,1% (1 g/1)
Gelatine.
13eiB20 °C bis zum Gebrauch lagern.

esBimmung spontaner ROS-Produktion

1. nfenprobe durchmischen (» Kasten 2.3 yind
ein Aliquot mit mindestens 10x 10° Spermien
pro ml entnehmen.

2.pe$mien (» Abschn. 5.3 jn KRM waschen
und auf exakt 10x 10° Spermien pro ml einstel-
len.

3. 4fDder Spermienpriparation in KRM ohne
Phenolrot und ohne Luftblasen in ein Lumino-
meter-Gefifd pipettieren.

4. u25 mmol/l Luminol hinzuftigen.

5. ul8Meerrettich-Peroxidase (1550 IU/ml Lo-
sung) hinzufiigen.

6. Chemilineszenz im Luminometer 5 Minu-
ten bei 37 °C bis zur Stabilisierung messen.

Die ROS Produktion kann in seminalen Leukozy-
ten durch Eingabe von FMLP, Zymosan oder PMA
angeregt w erden, PMA stim uliert a ber a uch die
ROS-Produktion in Spermien.
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4.3 - Humaner Zona-pellucida-Bindungstest
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B Abb.4.2a,b  RelatiwBeitrdge der Spermien- und Leukozytenpopulation zur ROS-Generation in der Zellsuspension.

a Eine Leukozytenkontamination generiert einen ROS-Schub und ein spezifisches FMLP-Signal. Die Zugabe von PMA gene-
riert eine dauerhafte intense Chemolumineszenz sowohl von Leukozyten als auch von Spermien. b Wenn keine Leukozyten-
kontamination vorliegt, fallt das FMLP Signal aus, wahrend PMA ein ausgepragtes Signal der Spermien auslost (siehe auch

Krausz et al. 1992)

MEP-Provokationstest in Leukozyten
2 uleiner 10 mmo 1/ FMLP -Losung hinzuf tigen,
um die Chemolumineszenz von Leukozyten in der
Spermiensuspension zu induzieren (8 Abb. 4.2).

ynZosan-Provokationstest in
Leukozyten
20 ulo zonisiertes Z ymosan ein geben, um die
Chemolumineszenz von Leukozyten in der Sper-
miensuspension zu i nduzieren. D er Signal ist di-
rekt p roportional zur L eukozytenkontamination
(8 Abb. 4.1).

MR-Provokationstest fiir Bestimmung
der ROS-Produktion von Leukozyten
und Spermien

1. PMAsung 100-mal in DMSO zur 10 pmol/l
StammlGsung verdiinnen.

2. bwarten, bis FMLP- oder opsonisiertes Zy-
mosan-induziertes Signal erlischt.

3. puMvon 10 umol/l PMA in Spermiensuspen-
sion zur Endkonzentration von 100 nmol/l
hinzufiigen, um die Chemolumineszenz der
Spermien zu stimulieren (B Abb. 4.2).

geblisse
Beurteilung des P rovokationstests zum N achweis
einer Kontamination von Leukozyten.

4.2 Humané&permien-Oozyten-
Interaktionstests

Die Bindung der S permien an die Z ona pellucida
16st die Akrosomreaktion aus, setzt lytische akroso-
male Komponenten frei und ermoglicht den Sper-
mien, d urch eine erh6 hte flagellare Ak tivitit die

Zonamatrix zu d urchdringen. Um die Anbindung
bewerten zu k 6nnen, konnen nichtvitale, nichtbe-
fruchtbare humane Oozyten aus Obduktionen, aus
chirurgisch en tfernten O varien o der er folglosen
In-Vitro-Fertilisationsversuchen ein gesetzt w er-
den. Diese Tests konnen auch mit in Salz k onser-
vierten Oozyten durchgefiihrt werden. Die Verfiig-
barkeit dies er Tests ist a ufgrund der s chwierigen
Verfiigbarkeit des humanen Materials generell be-
grenzt (Yanagimachi et al. 1979; Kruger et al. 1991;
Liu u. Baker 1992b; Liu et al. 2004).

43 HumaneZona-pellucida-Bin-

dungstest

Der H emizona-Test ist ein Z ona-pellucida-Bin-
dungstest (B urkman et al . 1988) und s etzt d urch
Mikrodissektion halb ierte Z onae p ellucidae ein.

Die zwei Hilften werden mit der gleichen Konzen-
tration von Test- oder Kontrollspermien belegt. Ein
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zweiter S permien-Zona-Bindungstest (L iuetal .
1988, 1989) wird mit fluoreszenzmarkierten Test-
spermien (z.B. Fluoreszin) und mit Kontrollsper-
mien, die mit einem anderen Fluoreszin (z.B. Rho-
damin) gefirbt wurden, durchgefiihrt. Die Anzahl
der gebundenen und nic htgebundenen S permien
wird ermittelt und als Quotient angegeben. Die Er-
gebnisse dieser Tests korrelieren mit Fertilisations-
raten in vitro (Liu u. Baker 2003).

Im F all einer niedr igen o der er folglosen B e-
fruchtung nach IVE1i diopathischer I nfertilitit
oder Teratozoospermie kénnen solche Tests wich-
tige klinische Informationen geben (Franken et al.
1989; Liu u. Baker 1992a, 2004). Die Anbindung von
wenigen o der k einen S permien s pricht fiir e inen
Spermiendefekt.

4.4 Burteilung der

Akrosomreaktion

Die no rmale Akr osomreaktion b eginnt mi t der

Bindung der S permien an die Z ona pellucida. Sie
kann an Spermien, die von der Zona pellucida ent-
fernt wur den, o der an S permien, die in K ontakt
mit Zona pellucida Proteinen kamen, durchgefiihrt
werden (L iu u. B aker 1994, 1996; F ranken et al .
2000).

Wenn eine Olig oteratozoospermie b ei's onst
normalen Spermienparametern b esteht, k 6nnen
die Spermien eine abnormale Akrosomenreaktion
nach fehlerhafter Bindung an die Z ona p ellucida
aufweisen. Andere Spermien kénnen eine norma-
le B indung, a ber a bnormale Akr osomenreaktion
zeigen (Liu et al. 2004). Die Durchfithrung dieser
Tests ist limi tiert durch die V erfiigbarkeit der h u-
manen Zonae pellucidae. Zonae anderer Primaten
konnen nic htals S urrogaten ein gesetzt w erden,
weil die An bindung sp eziesspezifisch ist (B edford
1977; Liu et al. 1991b; Oehninger et al. 1993). Cal-
ciumionophoren konnen die Akrosomreaktion in-
duzieren, aber dieses Ergebnis korreliert nicht mit
der durch die Zona pellucida induzierten Reaktion
(Liu u. Baker, 1996).

Der akr osomale S tatus nac h I nduktion der
Akrosomreaktion ka nn mi ttels M ikroskop o der
Durchflusszytometrie (Fenichel et al. 1989; Henley
et al. 1994; Cooper u. Yeung 1998) nach Markierung

O Abb.4.3
Farbung humaner Spermien. Al: Spermien mit proximal
fluoreszierenden Kopfen (Akrosom); AR: Spermien mit dqua-
torialen Banden oder postakrosomaler Fluoreszensfarbung
sind erkennbar (Mikroskopaufnahme, zur Verfiigung gestellt
von HWG Baker)

IEioreszente Pisum-sativum-Agglutinin-(PSA-)

mit fluoreszenten L ektinen wie P isum s ativum
(Erbsen-Agglutinin) (» Abschn. 4.4.1 9der Arachis
hypogaea (Er dnusslektine), o der d urch B indung
monoklonaler An tikérper g egen das akr osomale
Antigen CD46 (Cross 1995) beurteilt werden.

4.4.1 Boreszensverfahren zur
Bestimmung der
Akrosomreaktion

Die M ethode wur de v on Cr oss et al . en twickelt
(1986) und da nach von Liu u. Baker (1988) modi-
fiziert. D ie m odifizierte P rozedur ist einfac h und
reproduzierbar und lief ert eindeu tige Er gebnisse
(B Abb. 4.3). Es ist anzuraten, eine Spermienpra-
paration mi t vielen mo tilen S permien und o hne
Kontaminanten wie L eukozyten, a nderen K eim-
zellen oder toten Spermien zu benutzen. Das kann
durch Waschen (» Abschn. 5.3 Yie Swim-Up-Pro-
be (» Abschn. 5.4 ¢der Dichte-Gradienten-Zentri-
fugation (> Abschn. 5.5) in Abhingigkeit von der
Qualitat der Probe erreicht werden.

Reagenzien
1. isln-sativum-Agglutinin (PSA) gefirbt mit
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC).
2. (RSATC).
3. Phbsp-Puffer-Salzlosung (PBS), pH 7,4.
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.4 a®, 0,9% (9 g/1): 0,9 g NaCl in 100 ml in

destilliertem Wasser losen.

5. thEnol 95% (v/v).

6. PSfammlosung: 2 mg PSA-FITC in 4 ml
PBS 16sen. 0,5 ml Aliquoten bei —20 °C lagern.

7. PRAsung: 0,5 ml PSA-Stammlésung in
10 ml PBS 16sen und bei 4 °C lagern. Diese
Losung kann 4 Wochen gelagert werden.

Einfachkaschen der Spermien
1. n$enprobe durchmischen (> Kasten 2.3 ynd
ein Aliquot von ca. 0,2 ml entnehmen.
2. ufAo ml mit 0,9% (9 g/1) Salzl6sung verdiin-
nen.
3. eiBoo g 10 Minuten zentrifugieren.
. 4 emgesamten Uberstand bis auf 20-40 pl ent-
nehmen und verwerfen.
. 5 peSmienpellet im restlichen Uberstand mit-
tels Pipette resuspendieren.
6. adhschritt 3-5wiederholen.

elhndlung der gereinigten
Spermienpraparation
1. Diech Swim-Up (» Abschn. 5.4 ¢der Dich-
te-Gradienten-Zentrifugation gewonnene
Probe (» Abschn. 5.4) in 10 ml mit Kochsalz-
16sung verdiinnen.
2. MlGnuten bei 800 g zentrifugieren.
. 3 emgesamten Uberstand bis auf 20-40 pl ent-
nehmen und verwerfen.
. 4 peSmienpellet im restlichen Uberstand mit-
tels Pipette resuspendieren.

bdArichpraparation

1. ebMere Spermienabstriche von etwa 1 cm
Lénge aus jeweils 5 ul der Spermienpraparation
herstellen.

2. eubhte Abstriche unter Kontrastmikroskop
beurteilen (x400).

3.pe$mien sollten gleichmafig verteilt und
nicht verklumpt vorliegen.

4. IDbjekttriger an der Luft trocknen lassen.

5. Mlnuten in 95% (v/v) Ethanol fixieren.

6. nEunt an der Luft trocknen lassen.
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RSN C-Farbung

1o ml PSA-FITC-Losung in einen senkrechten
Farbungsbecher fiillen.

2. Figiennd luftgetrocknete Objekttriger in
PSA-FITC-Losung inkubieren.

3. EStande bei 4 °C stehen lassen.

4. itMestilliertem Wasser jeden Objekttrager
waschen und mit ethanolloslichem Medium
eindecken (» Abschn. 2.14.2 sBehandlung der
gefarbten Ausstriche vor dem Einbetten« und
2.14.2, »Einbetten der gefirbten Ejakulataus-
striche«).

Anmerkung
Langere Farbezeiten (bis zu 18 Stunden) beeinflussen die Er-
gebnisse des PSA-Tests nicht, jedoch erschwert eine kiirzere

Farbezeit (weniger als 1 Stunde) die korrekte Bewertung des
Praparates.

ewBrtung
Die Ob jekttriger un ter Fl uoreszenz-Ol-Objektiv
(Exzitationsspektrum: 45 0-490 nm) b  ei 400-fa-
cher Vergroflerung beurteilen und Spermien wie
folgt klassifizieren:

1. Akom-intakt (AI): Spermien, deren Kopf
mehr als zur Halfte hell und gleichmafig fluo-
reszent gefdrbt sind (8 Abb. 4.3).

2. Akom-reagiert (AR): Spermien, deren
akrosomale Region nur eine einzelne fluo-
reszente Strecke in dquatorialer Region oder
keinerlei Fluorenzenz zeigen (8 Abb. 4.3).

3. brormale Akrosomen: alle anderen Sper-
mien.

Quitative Bestimmung der
Akrosomreaktion

1. itMinem Labortischzéhler die Zahl von Sper-
mien jeder akrosomalen Kategorie bestimmen.

2. m(Probenentnahmefehler zu reduzieren
mindestens 200 Spermien in jedem Préparat
bewerten (» Kasten 2.5 ).

3. eDurchschnitt der Differenzen zwischen
den Prozentraten der Akrosom-reagierten
Spermien in den unterschiedlichen Praparaten
berechnen.

4. Dikzeptabilitat der Differenzen mit Hilfe
von B Tab. 2.1 oder B Abb. 14.2 bestimmen.
(Hier ist die akzeptable Differenz zwischen
zwei Prozentwerten zu finden, die aufgrund
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zufilliger Probenentnahmefehler zu erwarten
ist.)

5. e die Differenz akzeptabel ist, die durch-
schnittlichen Prozentraten der Akrosom-rea-
gierten Spermien dokumentieren. Wenn die
Differenz zu hoch ist, Bestimmung wiederho-
len (» Kasten 2.6 ).

6. irklie Dokumentation die Prozentrate der
Akrosom-reagierten Spermien auf glatte Zah-
len auf/abrunden.

4.4.Anduzieier Akrosomreaktions-
test

Die a krosomale R eaktion ist e in e xozytotischer
Prozess, d er nach Bindung d er S permien an die
Zona pellucida vor der S permienpenetration und
Fusion mit der Oozyte stattfindet. Ein Kalziumein-
strom ist ass oziiert mit dem B eginn der p hysiolo-
gischen Akrosomreaktion. Ein Kalziumionophor
kann den Kalziumeinstrom induzieren. Hierdurch
kann die K ompetenz von ka pazitierten S permien
zur Initiierung der Akrosomreaktion getestet wer-
den (Aitken et al . 1993). Dieser Test wird deshalb
auch als K alzium-Ionophor-(ARIC-)Test b ezeich-
net. Bevor dieser Test routineméf3ig eingesetzt wer-
den kann, miissen noch weitere Studien zur Evalu-
ierung durchgefiihrt werden.

Reagenzien

1. aibs-F-10-Medium (» Abschn. 11.4 tit 3,5%
(35 g/l) humanem Albuminserum (HSA).

2. ig@ers-, Whitten- und Whittingham-(BWW-)
Stammlosung: » Abschn. 11.1.

3. Ditygk-Sulfoxid (DMSO).

. 4 onbphore A231871 mmol/l Stammlosung:

5,23 mg A23187 in 10 ml DMSO einlosen.

5. u@lraldehyd 3% (v/v), oder Ethanol 70%
(v/v).

erfahren
. 1 30-Bfinuten die Samenprobe verfliissigen
lassen.
2. adKapazitationsinduzierende Hams-F-10-
HSA-Medium frisch fiir jeden Test ansetzen.
. 3 edium auf 37 °C vorwirmen, am besten in
einem Inkubator (5% (v/v) QO, ).

4. itMls Dichtegradienten-Zentrifugation eine
motile Spermienpraparation in frisch ange-
setzter Hams-F10-HSA-Losung vorbereiten.
Diese muss frei von Kontaminanten wie Leu-
kozyten, unreifen Keimzellen und toten Sper-
mien sein (» Abschn.5.5 ).

5. ebfache Proben und Kontrollproben von je-
weils 1ml in Rohrchen pipettieren (Spermien-
konzentration von 1 x 10 motilen Spermien
pro ml).

6. ISjermiensuspensionen tber 3 Stunden
bei 37 °C in 5% (v/v) CO, inkubieren, um die
Kapazitation zu induzieren (Kappe der Probe
16sen, um Gasaustausch zu ermdglichen).
Wenn kein CO,-Inkubator zu Verfligung steht,
kann man ein Hepes-gepuffertes Medium
benutzen (» Abschn. 11.1» Kommentar 1 (die
Kappen sollen dann verschlossen sein) und bei
37 °C inkubieren.

7. {lA23187-$ammlosung (1mmol/l) in alle
Verumproben geben (Endkonzentration: 10
pmol/1).

8. u den Kontrollproben 10 ul DMSO geben.

9. ABleben bei 37 °C fiir 15 Minuten inkubie-
ren.

10o1Vjeder Probe ein kleines Aliquot zur Be-
stimmung der Motilitit entnehmen.

11. IReaktion mit 100 ul 3% (v/v) Glutaralde-
hyd oder 70% (v/v) Ethanol beenden.

12. Dieierten Spermien auf vorgereinigte Ob-
jekttrager transferieren und an der Luft trock-
nen lassen.

13pe$mien mit fluoreszierenden Proben firben
(» Abschn. 4.4.1 xPSA-FITC-Farbung).

4.1 IDDiwben im Fluoreszenzmikroskop bei
400facher Vergrofierung (Ol-Objektiv) bei
450-490 nm Exzitationsanregung beurteilen.

15. IPiozentrate der akrosom-reagierten Sper-
mien in den Verum-Proben (Test%AR) und
Kontrollproben (Kontrolle%AR) bestimmen.

eviBertung
1. Dikrosomreaktion nach Ionophor-Eingabe
(ARIC) ist Test%AR minus Kontrolle% AR.
2. IDNermaldifferenz ist ca. 15% AR
3. eMé unter 10% AR werden als auffillig be-
wertet.
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. 4 eMé zwischen 10% AR und 15% AR weisen
auf eine abnormale Spermienfunktion hin.
5. ofirollwerte tiber 15% weisen auf eine spon-
tane frithzeitige AR hin.

Quatiiontrolle

1. Ejpwesitive Kontrolle (eine Samenprobe, die
in vorhergehenden Tests eine deutliche Iono-
phor-Induktion zeigte (>15% AR), sollte bei
jedem Test eingesetzt werden.

2.ed¢s Mal sollte eine neue Firbelosung vorbe-
reitet werden und ein Kreuzvergleich mit der
alten Losung und bekannt positiven Kontroll-
spermien durchgefithrt werden, um sicher zu
stellen, dass die Farbung korrekt durchgefiihrt
wurde.

4.5 Hamste©ozyten-Penetrations-
test

Die Fusion humaner Spermien mit Hamster-Oozy-
ten ist funktionell mit der Fusion des Spermiums
und der vi tellinen M embran v ergleichbar, da sie
von der Plasma membran tb er der 4q uatorialen
Region der Akromosom-reagierten Spermien aus-
geht.

Ior Hamster-Oozyten-Penetrationstest (HOP)
oder S permienpenetrationstest un terscheidet sich
von der p hysiologischen S ituation dad urch, dass
keine Zona pellucida vorhanden ist. Ein Standard-
protokoll fiir diesen Test ist nachfolgend beschrie-
ben.

Anmerkung

Der kon ventionelle Hamst er-Oozyten-Test hdngtv on der
spontanen Ak rosomreaktion ab, we shalb die Testspermien
fur lange Zeit prainkubiert werden mussen.

Da diese P rozedur weniger effizient als der biolog ische
Prozess ist und unt  erschiedliche M echanismen bet eiligt
sind, wur den hdufig falsch-negativ e Er gebnisse bericht et,
bei denen M &nner, deren Spermien ein negativ es Ergebnis
im HOP-Test erzielten, erfolgreich humane Oo zyten in vitro
oder in viv o befruchten konnten (WHO 1986). Trotz dieser
Einschrénkung verschafft dieser Test Informationen Gber das
Fusionspotential der kapazitierten Spermienkdpfe.

Zwei der wic htigsten M echanismen, w elche die
Akrosomenreaktion nac h S permien-Zona-pellu-
cida-Interaktion a ndeuten, sind der Z ufluss des
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Kasten 4.1 Ovulationsinduktion bei
Hamstern

Die gesetzlichen Bestimmungen fiir die Behand-
lung lebender Tieren sind einzuhalten. Passende
Aliquote von Serumgonadotropinen (PMSG) von
schwangeren Stuten und humanem Choriongona-
dotropin (hCG) vorbereiten und bei -20 °C lagern.
Immature Hamsterweibchen oder adulte Hamster
amTag 1 des Estruszyklus intraperitoneal mit 30 [U
PMSG injizieren. Nach 48-72 Stunden 40 IU hCG i.p.
injizieren. Dazu die Tiere am Ruicken fixieren und
die Bauchhaut mit einer Hand hochziehen, mir der
anderen Hand die Hormone im Bauchraum mit
einer 1-ml-Spritz und einer Injektionskandle (21
Gauge) injizieren. Die Nadel auswechseln, um zu
vermeiden, dass sie stumpf wird und Unannehm-
lichkeiten fiir die Tiere entstehen.

Kalziums und die zyt
rung. Ein di valentes K ation kann b eide P rozesse
induzieren (Aitken et al . 1993), weshalb wir dies e
Methode als Al ternative zur I onophor-Simulation

oplasmatische Alkalinisie-

nachfolgend beschreiben.

4.5.1 Potokolle

Reagenzien

1. WBV-Stammldsung: » Abschn. 11.1.

2. ydironidase (300-500 IU/mg).

3. ryfsin Typ I (10.000 BAEE U/mg).

4. adNs (Schmelzpunkt 48-66 °C).

5. etdleum-Gelatine.

6. idralisches Ol.

7. orfa-freie Hamster-Oozyte: kann gekauft oder
nach induzierter Superovulation der Hamster
erhalten werden (» Kasten 4.1 ).

8.  Dityglk-Sulfoxid (DMSO).

9.onbphore (fir alternative Protokolle) 1
mmol/l Stammlésung: 5,23 mg Ionophore
A23187in 10 ml DMSO losen.

tafdardprotokoll ohne lonophor-
Stimulation
1. nfenprobe durchmischen (» Kasten 2.3 ).
. 2 ichte-Gradienten-Zentrifugation
(» Abschn. 5.5 ¢der Swim-up-Verfahren zur
Spermienaufbereitung durchfiihren.
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3. egrofiten Teil des Uberstandes vom Sper-
mienpellet abheben und verwerfen.

4. adPellet sorgfiltig resuspendieren
und die Spermienkonzentration bestim-
men » Abschn.2.7und 2.8 ).

. 5 iel3permienkonzentration in ca. 0,5 ml Me-
dium auf 10 x 16 pro ml einstellen.

6. ufAt5°-Winkel stellen, um die Oberfliche zu
vergroflern.

. 7 peSmiensuspension 18-24 Stunden bei 37 °C
und 5% (v/v) CO, zur Induktion der Kapazita-
tionsreaktion inkubieren (die Kappe l6sen, um
Gasaustausch zu erlauben). Wenn kein CO, -
Inkubator vorhanden ist, kann ein Hepes-ge-
puffertes Medium (» Abschn. 11.1» erster Kom-
mentar) benutzt werden, dann Reagenzgliser
schlieen und bei 37 °C inkubieren.

8. IRMeagenzgldser 20 Minuten senkrecht stel-
len, um immotile Spermien sedimentieren zu
lassen.

9. usAdem oberen Drittel des Uberstandes mo-
tile Spermien aspirieren, ohne die toten Sper-
mien an der Grenzflache zu beriithren, und in
neues Reagenzglas geben.

100rentration auf 3,5x 10° Spermien pro ml
Medium einstellen.

1.1 itMiner hochwertigen Pipette 50-150 pl der
Spermiensuspension entnehmen und langsam
in eine Petrischale geben. Mit einer Einweg-
pipette vorgewdrmtes, in CO, dquilibriertes
Mineraldl auf den Tropfen geben, ohne die
Spermiensuspension zu bewegen. Das Ol muss
die Spermientropfen komplett bedecken.

Itérnative Protokolle mit
Kalzium-lonophor (Ca?*)

1. Eimetile Spermienpréparation durch
Dichte-Gradienten-Zentrifugation wie
in » Abschn. 5.5 vorbereiten.

2. usAder Grenze der 80%-Fraktion des Dichte-
Gradienten-Mediums das Pellet entnehmen
und in 8 ml BWW geben.

. 3 Minuten bei 500 g zentrifugieren.

4. eDUberstand entfernen und das Pellet sorg-
faltig mit Pipetten resuspendieren.

5.peSmienkonzentration im Pellet bestimmen
(» Abschn. 2.7und 2.8 Uind auf 5x 10° motile
Spermien per ml in frischem BWW einstellen.

6. Iyl 2,5ul A23187-$ammldsung (1
mmol/l) zu separaten Proben geben (damit
entstehen 1-ml-Aliquots mit einer finalen Kon-
zentration von 1,25 aler 2,5 pmal/l).

7. ISjgermien mit dem Ionophor 3 Stunden bei
37 °C inkubieren.

. 8 Minuten bei 500 g zentrifugieren.

9. eMUberstand entfernen und das Pellet sorg-
faltig mit der Pipette entnehmen.
10or&entration der motilen Spermien bestim-
men.

11uf8,5x 10° motile Spermien per ml in fri-
schem BWW einstellen. Zuverldssige Ergeb-
nisse konnen mit Spermienkonzentrationen
bis 1 x 16 motile Spermien pro ml erzielt wer-
den (Aitken u. Elton 1986).

12peSmien mit Mineraldl bedecken, wie

in » Abschn. 4.5.1 »Standardprotokoll ohne
Ionophor-Stimulation«, Schritt 11beschrieben.

Anmerkung

Die Do sis-Antwort-Kurve fiir lonophor ist i ndividuell unter-
schiedlich, aus diesem Grund wir d empfohlen, die Resultate
nach Inkubation mit zwei lonophor-Konzentrationen zu be-
stimmen.

ewinriing der Ovarien

. 1 Iiere nach den von der zustindigen Kom-

mission zur Pflege und Handhabung von Tie-
ren genehmigten Richtlinien einschlafern und
maximal 18 Sunden nach der hCG-Injektion
die Ovarien entnehmen.

2. IMamster auf den Riicken legen und Bauch-
haare mit 95% (v/v) Ethanol anfeuchten.

3. auBhhaut und Muskeln mit Pinzetten greifen
und mit der Schere einschneiden, um Gebar-
mutter und Eierstocke freizulegen.

. 4 adde von Pinzette und Schere mit 95% Etha-

nol (v/v) entfernen.

5. adh aus dem Bauchraum ziehen, um die Ge-
barmutterhorner freizulegen.

6. Kiebirmutterhorn mit Pinzetten greifen
und hochheben, um die Tuba, den Eierstock
und das Ovarialband freizulegen.

7. eXdistalen Teil des Gebarmutterhorns
greifen und die Spitze der Gebarmutter ab-
schneiden. Das Ovar abschneiden und in eine
Petrischale mit warmem BWW legen.

8. af2weite Ovar analog entnehmen.
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Kasten 4.2 Vorbereitung der Glaspipetten

Ein Glaskapillarrohrchen oder eine Pasteurpipette
mit beiden Handen an den Glasenden greifen und
Uiber einem Bunsenbrenner vor- und zurlickdrehen,
sodass eine homogene Erwarmung gewahrleistet
ist. Wenn das Glas zu schmelzen beginnt, die En-
den auseinanderziehen. Die ausgezogenen Enden
passend bei gewtinschter Dicke (ca.1 mm) tiennen.
Das andere Ende mittels Schlauch auf eine 1 ml
Spritze aufsetzen.

ev@nnung der Kumulusmassen

1. vddien unter einem Dissektionsmikroskop
betrachten, um die von Kumuluszellen einge-
schlossenen Eizellen im geschwollenen Anteil
des Eileiters zu lokalisieren.

2. IBideiter festhalten und den geschwollenen
Teil mit einer 21 Gauge Nadel punktieren. Die
frisch gesprungenen Eizellen werden freige-
setzt.

. 3 DIesamte Flussigkeit mit der Nadel ent-
fernen und die Tuben leicht mit der Pinzette
quetschen, um alle Eizellen mitsamt Kumuli
zu entnehmen

ufbereitung der Hamsteroozyten
1. IKemuluszellen mit Nadel und Zange in
eine hohle oder flache Schale mit 0,1% (1 g/1)
Hyaluronidase (300-500 IU/ml) im warmen,
CO, -gpufferten BWW geben.

2. itMlufolie als Lichtschutz bedecken und
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Unter einer Stereolupe die Separation der Ku-
muluszellen von den Eizellen beurteilen.

3. itMiner Glaspipette (> Kasten 4.2 die Oozy-
ten aus der Hyaluronidase in frisches warmes
BWW transferieren.

4. IDezyten zweimal in warmen gepufferten
BWW spiilen: Dies kann in einer Multi-Well-
Schale oder Spot-Schale durchgefiihrt werden.
Zwischen jedem Oozytentransfer die Pipette in
BWW spiilen.

5. IMezyten in 0,1% (1g/1) Trypsin (10000 IU/
ml) ca. 1 Minute bei Raumtemperatur inkubie-
ren, um die Zona pellucida zu entfernen. Mit
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einer Stereolupe die Auflosung der Zona be-
urteilen. Sobald diese aufgelost ist, die Oozy-
ten entnehmen.

6. IDezyten mindestens 3-malin BWW wa-
schen.

7. INelierten Oozyten auf 37 °C erwéirmen
und in die Spermiensuspension legen. Alterna-
tiv konnen die Oozyten bis zu 24 Stunden bei
4 °C gelagert werden.

o-InkGbation der Gameten

1. Ddena-freien Hamsteroozyten in Tropfen
mit jeweils 5 Oozyten/Tropf verteilen (d.h. fiir
20 Oozyten pro Samenprobe 4 Aliquote mit 5
Oozyten/Tropf vorbereiten).

2. ruppen von 5 Qozyten auf der Glaspipette
mit sehr wenig Medium beladen, um die Sper-
miensuspension nicht deutlich zu verdiinnen.

3. IPlipettenspitze in die Mitte der Spermien-
suspension bringen und die Oozyten langsam
verteilen. Ein positiver Druck soll erhalten
bleiben (immer leichten Uberdruck erzeugen),
um zu vermeiden, dass Mineral6l in die Pipet-
te oder Lufttropfen in die Spermiensuspension
gelangen.

. 4 &chiissiges Ol von der Pipette abwischen.

5. chsitt 3 wiederholen, bis alle Oozyten in die
Spermiensuspension transferiert wurden.

6. IDipette sorgfiltig nach Oozytentransfer in
BWW spiilen, um eine Kreuzkontamination
der Spermien zu vermeiden.

7. I0iameten 3 Stunden bei 37 °C in 5% (v/v)
CO, inkubieren.

8. ofyten aus den Oltropfen nehmen und das
Ol vollstindig von der Pipette abwischen, be-
vor die Oozyten in BWW transferiert werden.

9. ofyten mit Hilfe der Glaspipette in BWW
spiilen, um alle lose anhaftenden Spermien
abzuwaschen.

ndlyse der Oozyten
1. ieWWachs-Petroleum-Gelatinensaulen
(» Kasten 3.1) an die vier Ecken zur Unterstiit-
zung des Deckglases (22x 22 mm, Dicke 1,5,
0,17 mm) aufstellen.
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O Abb. 4.4
Hamsteroozyte, die humane Spermien enthalt. Die breiten
Pfeile zeigen dekondensierte Spermienképfe im Ooplasma.
Die diinnen Pfeile zeigen Spermien auf der Oozytenober-
fliche, die nicht penetrierten (Nachdruck aus Aitken et al.
(1983) mit freundlicher Genehmigung von Springer Science
+ Business Media)

Phasen-Kontrast-Afnahme einer zonafreien

2. Einkleinen Tropfen mit Oozyten in BWW
in die Mitte der 4 Siulen legen.

3. edRglas vorsichtig auf die Wachsdulen legen
und vorsichtig herunterdriicken, um die Oozy-
ten zu immobilisieren. Das ist erforderlich, um
eine optimale Analyse der dekondensierten
Spermienkopfe durchfithren zu konnen.

. 4 e notig mehr BWW zugeben, um das
Deckgldschen zu fluten und damit ein Zer-
quetschen der Oozyten zu vermeiden.

5. Ibiicellen unter einem Phasenkontrastmik-
roskop bei 200facher Vergrofierung analysie-
ren.

6. IBjermienzahl (dekondensierte Kopfe und
Schwanz) auszdhlen (8 Abb. 4.4 ).

7. IPmozentraten der Oozyten, die mindestens
von einem Spermium penetriert wurden, und
die Zahl der Spermien pro penetrierter Oozyte
bestimmen.

8. erBcksichtige jedes Spermium, das nach Wa-
schen an der Oozyte haftet, da dies Auskunft
gibt, wie viel Spermien die Akrosomenreak-
tion durchlaufen haben.

Quadkkbntrolle
Die Tests sind mi t einer p ositiven K ontrollprobe
mit bekannter > % Penetration durchzufiihren.

4.6 SpermierChromatin-Test

Es gibt mehrere Methoden, um $ermienchromatin
und DNA zu testen. Farbstoffe werden eingesetzt,
die an Histone (Anilin B lau) o der Nukleinsduren
(Akridin Orange, Chromomyzin) binden und wer-
den danach histologisch o der mi ttels Dur chfluss-
zytometrie analysiert. Neuere Methoden schliefSen
die D etektion v on D NA-Strang-Briichen mi ttels
verschiedener Strategien (TUNEL, ISEL, TdT-Mar-
kierung, RAMAM etc.) ein. Die Er gebnisse dieser
Tests korrelieren miteinander (Chohan et al. 2006)
und mit der Spermienmorphologie, -motilitit und
-vitalitét. S ie k 6nnen zus étzliche I nformationen
tiber F ertilisationsraten mi t S tandard-IVF und
moglicherweise sp ontanen S chwangerschaftsraten
geben. D erS permien-Chromatin-Struktur-Test
(SCSA) ka nn F ertilisationsversagen in vi tro und
in vivo voraussagen (Evenson u. Wixon 2006). Es
ist noch nicht klar, ob eine Korrelation dieser Test-
ergebnisse mit Fehlgeburten und anderen Schwan-
gerschaftskomplikationen existiert.
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Einleitung

Die Abtrennung der Spermien vom Seminalplasma
ist fur eine Vielzahl von Anwendungsmdglichkei-
ten, wie z.B. fiir diagnostische Tests, zur Aufarbei-
tung, fiir eine Insemination und auch fiir assistierte
reproduktive Techniken (ART) erforderlich. Wenn
Funktionstests an Spermien durchgefiihrt werden,
ist es en tscheidend, dass die S permien innerhalb
einer Stunde nach Ejakulation vom Seminalplasma
abgetrennt werden. Diese Vorgehensweise limitiert
Schiadena nd en S permien, d ie m dglicherweise
durch Produkte von anderen im Ejakulat enthalte-
nen Zellen verursacht werden.

Kommentar

Die A uszdhlungzuw eniger Spermien wird

zu einem unsicher en Er gebnis fihr en (siehe
auch » Abschn. 14.1.Digs kann Folgen fir die
Diagnostik und auch fur die Therapie haben
(» Abschn. 14.2Wgnn nur sehr wenige Spermien
flr einen Therapieversuch vorhanden sind, ist ein

ungenaues Ergebnis jedoch nicht zu vermeiden.

Kommentar

Wenn weniger Ejakulatvolumen als empfohlen ver-
wendet wird und weniger Spermien als empfohlen
gezdhlt we rden, wird auch die Genauigkeit der
ermittelten Werte signifikant re duziert. Wenn we-
niger als 400 Spermien ausgezahlt w erden, sollte
der Stichprobenfehler fiir die Anzahl der gezahlten
Zellen notiert werden (» Tab. 2.2).

5.1.Wann ist das Abtrennen der
Spermien vom Seminalplasma
sinnvoll

Obwohl das S eminalplasma den S permien bei der
Penetration des zervikalen Mukus hilft (Overstreet
et al. 1980), konnen einige der Komponenten (z.B.
Prostaglandin, Z ink) den Ein tritt einer S chwan-
gerschaft negativ b eeinflussen. Dies gil t vor allem
bei S chwangerschaften nach intrauteriner Insemi-
nation (IUI) o der I n-vitro-Fertilisation (IVF), da

hier die na tiirlichen Barrieren umgangen werden.
Fir die dir ekte klinische An wendung ist die A b-
trennung des Seminalplasmas zum Erhalt einer

Préparation mit einer groflen Anzahl von morpho-
logisch normalen und motilen Spermien notwen-
dig. So konnen die Spermien von Debris, anderen
enthaltenen Zellen oder toten Spermien abgetrennt
werden. Die Verdiinnung des Ejakulates m it Kul-
turmedium und a nschlieflender Z entrifugation
wird b ei no rmozoospermen P roben ha uptséch-
lich fur die IUI verwendet (Boomsma et al. 2004).
Fiir Proben mit einem o der mehreren abnormen
Ejakulatparametern ist es sinnvoller einen Dichte-
gradienten oder direkten Swim-up durchzufithren
(siehe z.B. Morshedi et al. 200 3). Zur Abtrennung
der Spermien vom Ejakulat scheint bei suboptima-
len Proben die Verwendung von Glaswolle-Siulen
ebenso effektiv wie ein Dichtegradient (Rhemrev et
al. 1989; Johnson et al. 1996).

5.1.2 Mthodenwahl

Die W ahl derr ichtigen S permienpraparations-
technik ist a bhdngig von der E jakulatprobe (siehe
Canale et al . 1994). Der direkte Swim-up wird oft
verwendet, w enn die E jakulatproben no rmwertig
sind. Bei Fillen von schwerer Oligo-, Terato- oder
Asthenozoospermie wird eher der Dic htegradient
verwendet, da dieser den Anteil motiler Spermien
erhoht. Dichtegradienten kénnen auch individuell
modifiziert werden, z.B. kann das Gesamtvolumen
der Gradientenlosungen reduziert werden um die
Migrationsdistanz der Spermien zu verringern und
dadurch die Anzahl der ggwonnenen motilen Sper-
mien zu erh6 hen. Bei hoher Viskositét der P robe
kann die Z entrifugationszeit verlangert und s omit
die Ausbeute an motilen Spermien verbessert wer-
den.

Jedes Labor sollte die Zentrifugationsgeschwin-
digkeit und -zeit fiir die A usbildung eines s oliden
Spermienpellets indi viduell a ustesten. W enn die
Proben nur geringe Mengen an Spermien enthal-
ten, kann es no twendig sein, die Z entrifugations-
geschwindigkeit oder -zeit so anzupassen, dass die
maximale Anzahl von Spermien gewonnen werden
kann. D aher ist es uner ldsslich, die v erwendeten
Zeiten oder Geschwindigkeiten vor der klinischen
Anwendung genau auszutesten. Die W ahl der g e-
eigneten P rdparationsmethode ka nn d urch einen
Funktionstest der préiparierten Spermien wie z.B.
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den zo nafreien H amster-Eizellen-Penetrationstest
uberpriift werden (» Abschn.4.5 ).

5.1.Effzienz der
Spermienseparation vom
Seminalplasma und von
infektiosen Organismen

Die Effektivitit einer S permienselektionstechnik
wird durch die a bsolute S permienanzahl, die G e-
samtzahl der mo tilen S permien und a uch d urch
die Menge an morphologisch normalen und moti-
len Spermien ausgedriickt. Die gewonnene Menge
an mo tilen S permien ist b eim S wim-up geringer
(<20%) als beim Dichtegradient (>20%) (siehe Ng
et al. 1992). Bei diesen beiden Methoden kann die
Menge von kontaminierenden Seminalplasma-
komponenten in der S permienaufbereitung sehr
unterschiedlich sein. Bjorndal et al . (2005) konn-
ten zeigen, dass Z ink, von der P rostata s ekretier-
ter M arker der 16slic hen S eminalplasmakompo-
nenten, b ei der S wim-up-Methode zei tabhéingig
in das tib erschichtete Medium diffundieren kann.
Somit war die endgiiltige Zinkkonzentration bei
der Swim-up-Préparation ho her als b eim Dichte-
gradienten.

Ejakulatproben k 6nnen inf ektiose S ubstanzen
enthalten. D aher s ollte das L aborpersonal jede
Probe als p otentiell inf ektiés b ehandeln. K eine
Spermienpréparationstechnik ka nn zu 100% die
infektiosen S ubstanzen a us der Sa menprobe en t-
fernen (» Abschn. 5.6 )Die Sicherheitsrichtlinien,
wie in » Kap. 9 geschildert, miissen daher strikt ein-
gehalten werden. Die Sicherheit eines Labors muss
durch die Einhaltung der Richtlinien zur guten La-
borpraxis gewdhrleistet sein (WHO 2004).

5.2 @nerelle Prinzipien der
Spermienpraparationstechniken

Im néchsten Abschnitt werden drei einfache Prapa-
rationstechniken beschrieben. Fiir alle wird als Kul-
turmedium eine balancierte Salzlosung verwendet,
die mit Proteinen und je nac h Umgebungsbedin-
gungen einem geeigneten Puffer supplementiert ist.
Fiir ART-Verfahren wie die in trazytoplasmatische
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Spermieninjektion (ICSI), die In-vitro-Fertilisa-
tion (IVF), die a rtifizielle Insemination (AI) o der
fir den in tratubaren K eimzellentransfer (ga mete
twendig,
ein h umanes S erumalbumin zu v erwenden w el-

intrafallopian tra nsfer: GIFT) ist es no

ches hochrein und frei von viraler, bakterieller und
Prion-Kontamination ist. Dieses spezifische hoch-
reine humane S erumalbumin ist k ommerziell er -
héltlich. Nutzt man einen Inkubator, der b ei einer
Temperatur von 37°C mit Umgebungsatmosphére
betrieben wird, sollte das Medium mit Hepes oder
einem dhnlichen Puffer versetzt sein und n ur mit
gut verschlossenem Rohrchendeckel ink ubiert
werden. Dies dien t der Ein stellung des o ptimalen
pH-Wertes in dem die S permien iib erleben k 6n-
nen. Wenn im Inkubator eine Atmosphire von 5%
(v/v) CO, bei 37°C herrscht, sollte das verwendete
Medium mit Natriumbicarbonat oder einem &hn-
lichen Puffer v ersetzt s ein. Dies es M edium wir d
immer mit gedffnetem Rohrchendeckel inkubiert,
so dass ein r egelgerechter Gas austausch zur Ein-
stellung des g eeigneten pH-W ertes st attfinden
kann. Die B eachtung dieser Vorgaben sichert den
richtigen pH-Wert zum Uberleben der Spermien.
Der finale Verbleib der a ufgearbeiteten S permien
gibt s omit das g eeignete Puffersystem v or. Z um
Beispiel ka nn ein S permienfunktionstest n ur in
einem Medium stattfinden, das die Spermienkapa-
zitation unterstiitzt. Dazu muss Natriumbicarbonat
(25 mmal/l) enthalten sein.

Ejakulatproben s ollten moglichst immer st eril
verwendet werden (» Abschn. 2.2.3 )Eine sterile
Verarbeitung und sterile Materialien sind unerléss-
lich, wenn man eine Spermienaufbereitung fiir die
therapeutische Verwendung aufarbeitet.

5.3 EinfacheWaschen

Einfaches Waschen r esultiert in der gr 63tmogli-
chen Anzahl von Spermien und ist addq uat wenn
die Ejakulatprobe von guter Qualitit ist. D as ein-
fache Waschen wird o ft b ei der P rdparation von
Spermien fiir die IUI verwendet.
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5.3.1 Reagenzien

1. WBV, Earle’s, Hams F-10 oder humane Tu-
benfliissigkeit (HTF) (kommerziell erhéltlich
oder » Abschn. 11.111.311.4und 11.6 kupple-
mentiert hauptsichlich mit humanem Serum-
albumin (HSA) oder einem Serum wie es
unten beschrieben wird.

2. H$chrein und frei von viraler, bakteriel-
ler, Prion-Kontamination und Endotoxinen.

3. HSApplementierung: zu 50 ml Medium
300 mg HSA, 1,5 mg Natriumpyruvat, 0,18 ml
Natriumlactat (60% (v/v) Sirup) und 100 mg
Natriumbicarbonat zufiigen.

4. erSm-Supplementierung: zu 46 ml Medium
4 ml hitzedeaktiviertes (56 °C fiir 20 Minu-
ten) Patientenserum, 1,5 mg Natriumpyruvat,
0,18 ml Natriumlactat (60% (v/v) Sirup) und
100 mg Natriumbicarbonat hinzuftigen.

5.3.2 Duthfiihrung

1. IBjakulatprobe wird gut gemischt (» Kas-
ten23 ).

2. Igesamte Ejakulatprobe wird 1+1(1:2)mit
Medium zur Entfernung des Seminalplasmas
gemischt.

. 3 ieDerdinnte Suspension wird in mehrere
Zentrifugationsrohrchen (ungefihr 3 ml pro
Rohrchen) Gberfihrt.

4. erfrifugiert wird bei 300-500 g fiir 5-10Mi-
nuten.

5. efUberstand wird vorsichtig aspiriert und
verworfen.

6. Dixeinigten Spermienpellets werden in
1 ml Medium durch vorsichtiges auf- und ab-
pipettieren resuspendiert.

7. Emeitere Zentrifugation erfolgt bei 300-
500 g fiir 3-5 Minuten.

8. edUberstand wird vorsichtig aspiriert und
verworfen.

9. ad¥permienpellet wird in einem geeigne-
ten Volumen durch vorsichtiges auf- und
abpipettieren resuspendiert. Das geeignete
Volumen ist abhéngig von der Art der finalen
Verwendung, z.B. IUI Die Konzentration

und die Motilitit der Probe werden bestimmt
(» Abschn.2.5und 2.7 ).

Anmerkung

Die Anzahl weiterer Waschschritte zur Entfernung des Semi-
nalplasmas kann reduziert werden indem man die Anzahl der
Rohrchen reduziert und das Volumen eines jeden Rohrchens
erhoht. Dazu muss die Gesch windigkeit und Dauer der Z en-
trifugation erhoht werden, z.B. 500-600 g fiir 8-10Minuten.
Nur so k ann die komplett e P elletierung der Spermien ge -
wahrleistet werden.

5.4 Dikter Swim-up

Bei dieser Methode wird die Schwimmfahigkeit der
Spermien genutzt: Sie kénnen aus dem S eminal-
plasma in das K ulturmedium s chwimmen. D aher
wird dies e M ethode S wim-up g enannt. D as E ja-
kulat sollte dazu vorher nicht unbedingt verdiinnt
und zentrifugiert werden. Dies konnte zum peroxi-
dativen Schaden der S permienmembranen fithren
(Aitken u. Clarkson 1988). Der direkte Swim-up ist
die meist a ngewandte M ethode, um mo tile S per-
mien a us dem E jakulat zu g ewinnen (siehe z.B .
Mortimer 1994a, b). B eim direkten Swim-up wird
das Kulturmedium b er das v erflissigte Ejakulat
geschichtet, es ist aber auch moglich, das Medium
unter das Ejakulat zu schichten. Durch den Swim-
up erhélt man zwar weniger Spermien als beim ein-
fachen Waschen, die Selektion anhand der Motili-
tat ist aber sinnvoll, vor allem wenn der Anteil an
motilen Spermien im Ejakulat eher geringer ist, wie
zum Beispiel fiir eine IVF oder ICSI.

5.4.1 Reagenzien

1. WBV, Earle’s, Ham’s F-10 oder HTF (kommer-
ziell erhaltlich oder » Kap. 11 » Abschn. 11.1,
11.311.4und 11.6 upplementiert hauptsich-
lich mit humanem Serumalbumin (HSA) oder
einem Serum wie es unten beschrieben wird.

2. H$fchrein und frei von viraler, bakteriel-
ler, Prion-Kontamination und Endotoxinen.

3. HSApplementierung: zu 50 ml Medium
300 mg HSA, 1,5 mg Natriumpyruvat, 0,18 ml
Natriumlactat (60% (v/v) Sirup) und 100 mg
Natriumbicarbonat zuftigen.
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4. erS8m-Supplementierung: zu 46 ml Medium
4 ml hitzedeaktiviertes (56 °C fiir 20 Minu-
ten) Patientenserum, 1,5 mg Natriumpyruvat,
0,18 ml Natriumlactat (60% (v/v) Sirup) und
100 mg Natriumbicarbonat hinzufiigen.

5.4.2 Duthfiihrung

1. Dhjekulatprobe wird gut gemischt (» Kas-
ten23 ).

. 2 mldes Ejakulates wird in ein steriles koni-
sches Zentrifugenrohrchen von 15 ml Volumen
gegeben. 1,2 ml Kulturmedium wird tiber-
schichtet. Alternativ kann das Ejakulat auch
vorsichtig mit einer Pipette unter das vorgeleg-
te Medium geschichtet werden.

3. adRohrchen wird vorsichtig in einem Win-
kel von 45° in den Inkubator gestellt. So wird
die Oberflache der Ejakulat-Medium-Inter-
phase vergrofert. Inkubiert wird fiir eine Stun-
de bei 37°C.

4. agRohrchen wird wieder in die Normalposi-
tion gebracht und die oberen 1 ml des Me-
diums vorsichtig abgehoben. In diesem Uber-
stand sind die gut motilen Spermien enthalten.

5. IPiobe wird mit 1,5-2,0 ml Medium ver-
dinnt.

6. erfrifugiert wird bei 300-500 g fiir 5 Minu-
ten. Der Uberstand wird verworfen.

7. ad¥permienpellet wird in 0,5 ml Medium
zur Analyse der Konzentration, der Gesamt-
motilitdt und der Progressivmotilitit resuspen-
diert. (» Abschn.2.5und 2.7 ).

. 8 ieldufgearbeitete Probe kann direkt fiir thera-
peutische Mafinahmen oder fiir die Forschung
eingesetzt werden.

5.5 Distintinuierlicher
Dichtegradient

Der disk ontinuierliche Dic htegradient ga rantiert
die Selektion der S permien mit der b esten Quali-
tat und er moglicht zug leich eine s ehr gu te A b-
trennung von anderen Zelltypen und Debris. Der
Dichtegradient ist einfacher zu standardisieren als
die Swim-up-Technik und die Ergebnisse sind kon-
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stanter. Fiir die IVF und ICSI werden die Spermien
mittels Z entrifugation des S eminalplasmas d urch
den Dichtegradienten gewonnen.

Der G radient b esteht a us mi t S ilan tib erzo-
gener K olloid-Kieselerde (S ilica) und erla ubt die
Separation der Zellen aufgrund ihrer Dichte. Zu-
sdtzlich konnen die motilen Spermien aktiv durch
den G radienten s chwimmen und es f ormt sic h
ein weiches Pellet am B oden des R6 hrchens. Der
zweistufige d iskontinuierliche D ichtegradient i st
die meist g enutzte M ethode. Typischerweise wird
auf einen unteren 80%igen (v/v) Dichtegradienten
ein 40%iger (v/v) G radient geschichtet. Die S per-
mienseparation durch die Dic htegradient-Zentri-
fugation isoliert die gut motilen Spermien frei von
Debris, kontaminierenden Leukozyten, anderen
enthaltenen Zellen und degenerierten Keimzellen.

Fir die Ejakulatverarbeitung mittels eines Dich-
tegradienten gibt es eine Vielzahl von kommerziell
erhiltlichen P rodukten. Alle P rodukte s ollten un-
bedingt nach Herstellerangaben verwendet werden.
Wenn Ander ungen in der M ethodik a ngebracht
sind, sollten diese durch evidenzbasierte S tudien
zuerst kontrolliert werden. Die meisten Dichtegra-
dienten enthalten hochmolekulare Komponenten
mit niedriger O smolalitit. Daher sollte die P rapa-
ration in einen Medium erfolgen, welches isoosmo-
tisch zur weiblichen Genitaltraktflissigkeit ist.

5.5.1 Reagenzien

1. WBV, Earle’s, Ham’s F-10 oder HTF
(kommerziell erhaltlich oder sie-

he » Kap. 11 » Abschn. 11.111.311.4und 11.6 ),
supplementiert hauptsdchlich mit humanem
Serumalbumin (HSA) oder einem Serum wie
es unten beschrieben wird.

2. H%%chrein und frei von viraler, bakteriel-
ler, Prion-Kontamination und Endotoxinen.

3. HSApplementierung: zu 50 ml Medium
300 mg HSA, 1,5 mg Natriumpyruvat, 0,18 ml
Natriumlactat (60% (v/v) Sirup) und 100 mg
Natriumbicarbonat zufiigen.

4. erSm-Supplementierung: zu 46 ml Medium
4 ml hitzedeaktiviertes (56 °C fiir 20 Minu-
ten) Patientenserum, 1,5 mg Natriumpyruvat,
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0,18 ml Natriumlactat (60% (v/v) Sirup) und
100 mg Natriumbicarbonat hinzuftigen.

5. etstellung eines isotonischen Dichte-
gradientenmediums: zu 10 ml eines 10fach
konzentrierten Kulturmediums (kommerziell
erhiltlich oder siehe » Kap. 11 » Abschn. 11.1,
11.311.4und 11.6 po ml des Dichtegradienten-
mediums, 300 mg HSA und 3 mg Natriumpyr-
uvat, 0,37 ml Natriumlactat (60% (v/v) Sirup)
und 200 mg Natriumbicarbonat hinzufiigen.

6. edstellung des Dichtegradienten mit 80%
(v/v): zu 40 ml des isotonischen Dichtegra-
dientenmediums, 10 ml des supplementierten
Mediums hinzufiigen.

7. efstellung des Dichtegradienten mit 40%
(v/v): zu 20 ml des isotonischen Dichtegra-
dientenmediums, 30 ml des supplementierten
Mediums hinzufiigen.

Anmerkung
Obwohl die isot onischen Dicht egradientenmedien of t als

100%, 80% und 40% (v/v) beschrieben we rden, so sind sie
real doch nur 90%, 72% und 36% (v/v).

5.5.Duwhfiihrung

1. edDichtegradient wird in einem Reagenzglas
prapariert. 1 ml des 40%igen (v/v) Dichtegra-
dientenmediums tiber 1 ml des 8o%igen (v/v)
schichten.

2. Thjekulatprobe gut mischen (» Kasten23 ).

3. &hlen Dichtegradienten 1 ml der Ejakulat-
probe schichten und bei 300-400 g fiir 15-30
Minuten zentrifugieren. Es konnen bei Bedarf
auch mehrere Rohrchen verwendet werden.

4. edUberstand wird so weit wie moglich ver-
worfen.

5. agd¥permienpellet wird in 5 ml des supple-
mentierten Mediums durch vorsichtiges auf-
und abpipettieren resuspendiert (der Wasch-
schritt dient der Entfernung des restlichen
kontaminierenden Dichtegradientenmediums)
und bei 200 g fiir 4-10 Minuten zentrifugiert.

6. DeWaschschritt wird wiederholt (Schritte
4und 5).

7. ad¥inale Pellet wird in supplementiertem
Medium durch vorsichtiges Pipettieren zur

Analyse der Konzentration und Motilitit re-
suspendiert (» Abschn.2.5und 2.7 ).

5.6 Fiparation von HIV-infizierten
Spermienproben

Wenn in einer Ejakulatprobe der humane Immun-
defizienzvirus (HIV) v orhanden ist, ka nn virale
RNA und p rovirale D NA freiim S eminalplasma
und in a nderen do rt en thaltenen Z ellen nac hge-
wiesen werden. Die HIV-Rezeptoren (CD4, CCR5,
CXCR4) werden nicht von Spermien, sondern nur
von anderen Zellen exprimiert. Daher ist der Dich-
tegradient gefolgt von einem Swim-up die empfoh-
lene Technik um s o eine mog liche I nfektion des
nichtinfizierten P artners zu v erhindern (G illing-
Smith et al. 2006; Sa vasi et al. 2007). Diese Vorge-
hensweise wurde zur Abtrennung der virusinfizier-
ten Zellen und des infizierten Seminalplasmas (im
Dichtegradienteniiberstand) v on den HIV -freien
motilen Spermien im S wim-up (aus dem Dic hte-
gradienten-Pellet) entwickelt. Die s o prdparierten
Proben sollten vor der Verwendung mittels rever-
ser Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-
PCR) tiberpriift werden und nur HIV-freie Proben
sollten fiir die ART verwendet werden. Die Ergeb-
nisse sind b isher viel v ersprechend, jedo ch ist es
nicht a usreichend b ewiesen, dass dies e M ethode
das Risiko einer HIV-Infektion eliminieren kann.
Anmerkung

Diese Technik sollte nur in sicheren Einrichtungen verwendet

werden, um das R isiko einer K reuz-Kontamination der HIV -
freien Proben zu minimieren (Gilling-Smith et al. 2005).

5.7 Faparation testikularer und
epididymaler Spermien

Die Gewinnung von Spermien aus Hodengewebe
oder dem Nebenhoden (Epididymis) erfordert eine
besondere Vorgehensweise.

Die typ ische I ndikation fiir eine ep ididymale
Spermienaspiration ist eher die obstr uktive Azoo-
spermie als die testikuldre Dysfunktion. Folglich
kann bei einer Obstruktion eine hohe Anzahl an
Spermien f iir t herapeutische Z wecke g ewonnen
werden. E pididymale A spirate k 6nnen gu t mi t
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nur minimaler K ontamination v on Er ythrozyten
und anderen darin en thaltenen Z ellen gewonnen
werden. Dies vereinfacht die Isolierung und Selek-
tion mo tiler ep ididymaler S permien. Wenn viele
epididymale Spermien isoliert werden konnen, ist
die Dic htegradientenzentrifugation die effektivste
Methode um die S permien fiir die a nschlieflende
Verwendung a bzutrennen ( » Abschn. 5.5 )Wenn
dagegen nur wenige Spermien gewonnen werden
konnen, ist ein einfac  her W aschschritt sinn voll
(» Abschn.5.3 ).

Testikuldre Spermien werden durch eine o ffe-
ne Biopsie (mit oder ohne Mikrodissektion) o der
durch eine perkutane Nadelbiopsie gewonnen. Tes-
tikuldre Proben sind ausnahmslos mit anderen Zel-
len und vielen Er ythrozyten kontaminiert, sodass
weitere Schritte zur I'solierung einer reinen Prépa-
ration von S permien no twendig sind. Z ur I'solie-
rung der elongierten Spermatiden, die im sminife-
ren Gewebe gebunden sind, werden enzymatische
und mechanische Methoden verwendet. Testikula-
re Spermien k6nnen nur fir eine I CSI p riapariert
werden da die Anzahl der Spermien zu niedrig und
die Motilitit oft gering ist.

5.7.1 Engmatische Methode

1. addestikuldre Gewebe wird mit Collagenase
(z.B. 0,8 mg von Clostridium histolyticum ,Typ
1A pro ml Medium) 1,5-2 §unden bei 37 °C
inkubiert und alle 30 Minuten kurz gevortext.

2. erifrifugiert wird bei 100 g fiir 10 Minuten
und das Pellet iberpriift.

5.7.2 Mchanische Methode

. 1 addestikulire Gewebe wird in Kulturmedium
mit Glas-Objekttragern zerkleinert bis eine
feine Suspension entsteht.

2. tekhativ konnen die Zellen aus den Hoden-
kanalchen mit diinnen Nadeln (auf Tuberku-
lin-Einmalspritzen), die im 90°-Winkel ge-
bogen und somit parallel zur Petrischale sind,
ausgestrichen werden.
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5.7.3 ¥rarbeitung der
Spermiensuspension zur
intrazytoplasmatischen
Spermieninjektion

1. IPmobe wird gewaschen, dazu werden 1,5 ml
Kulturmedium hinzugefiigt.

2. IJentrifugation erfolgt 8—10 Minuten bei
300 g.

3. edUberstand wird verworfen und das Pellet
in 0,5 ml frischem Kulturmedium resuspen-
diert.

4. DMtilitdt und die Anzahl der Spermien im
Pellet wird abgeschitzt (Bei Proben mit sehr
wenigen Spermien ist es sinnvoll in einem
niedrigeren Volumen zu resuspendieren).

5. Eielturschale wird mit 5-10 ul grofen
Tropfen Kulturmedium befiillt.

6. IMopfen werden mit Mineral6l iiberschich-
tet (das Ol sollte mit CO, voréquilibriert sein).

7. twh 5-10 pl der Spermiensuspension wird in
das Kulturmedium gegeben.

8. Imetilen Spermien werden an der Grenz-
schicht von Kulturmedium und Ol vorsichtig
mit einer ICSI-Pipette aspiriert.

9. Iielierten Spermien werden in einen Trop-
fen mit einer viskosen Flussigkeit, z.B. Poly-
vinylpyrrolidin (7-10% (100 g/1) in Medium)
transferiert.

5.8 HRiparation von retrograden
Spermienproben

Bei einig en P atienten gelangt der Sa men b ei der
Ejakulation in die B lase und r esultiert s omit in
einer A spermie o der in einem ka um sic htbaren
Ejakulat. Um diesen Vorgang zu v erifizieren, wird
Urin nach der E jakulation gewonnen und a uf das
Vorhandensein v on S permien tib erprift. Wenn
eine medikamentose Therapie nicht méglich oder
nicht erfolgreich ist, konnen die Spermien aus dem
Urin isoliert werden. Man kann den Urin durch die
Einnahme von zB. Natriumbicarbonat alkalisieren.
Dies erhoht die Cha nce motile Spermien im U rin
zu finden (Mahadevan et al. 1981).
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Im Labor sollte der Patient auf folgende Punkte
hingewiesen werden:

uer$f sollte uriniert werden, aber ohne dass
die Blase vollstiandig entleert wird.

anabh erfolgt die Produktion des Ejakulats
durch Masturbation in ein geeignetes Gefaf3.

Ewmite Urinabgabe erfolgt nun in ein

weiteres frisches Gefifs, welches schon Kultur-
medium enthalt (dies dient der zusatzlichen
Alkalisierung).

Das Ejakulat, wenn vorhanden, und der Urin soll-
ten analysiert werden. Da ein grofles Volumen Urin
produziert wird, muss die Probe konzentriert wer-
den. Dazu wird der Urin zentrifugiert (500 g fiir 8
Minuten). Die konzentrierte retrograde Probe und
die antegrade Probe, wenn vorhanden, werden am
effektivsten d urch die Dic htegradienten-Methode
weiterverarbeitet (» Abschn.5.5 ).

5.9 PRiparation von mit technischer
Hilfe gewonnenen
Ejakulatproben

Bei Patienten mit gestorter Ejakulation oder Patien-
ten die nicht ejakulieren kdnnen, es ist mégich, eine
Ejakulatprobe durch direkte vibratorische Stimula-
tion des P enis o der d urch rektale elek trische S ti-
mulation der akzessorischen Driisen zu gewinnen.
Das Ejakulat von Patienten mit Riickenmarkverlet-
zungen weist oft eine hohe Spermienkonzentration
mit verringerter Motilitit und Kontamination von
Erythrozyten und Leukozyten auf. Die durch Elek-
troejakulation gewonnenen Proben werden mit der
Dichtegradienten-Zentrifugation am effektivsten
aufbereitet (» Abschn.5.5 ).

Ungeachtet d er P rdparationsmethode w eisen
diese Ejakulattypen sehr hiufig einen hohen Anteil
an immotilen Spermien auf.
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Einleitung

Die Kryokonservierung von Spermien ist ein wich-
tiger Bestandteil der Arbeit vieler Labore, die Eja-
kulatanalysen d urchfiihren, in sbesondere in s ol-
chen Laboren, die zu Fertilitdtskliniken gehoren.

Die jiingere Geschichte der Kryokonservierung
von S permien reicht bis in die spa ten 40er J ahre
des 20. Jahrhunderts zuriick. Die Entdeckung, dass
Glycerol S permien vor den S chdden des Einf rie-
rens s chiitzen ka nn, fiihrte zur V erwendung von
menschlichen S permien, d ie a uf T rockeneis b ei
-79°C aufbewahrt worden waren (Polge et al. 1949;
Bunge u. Sherman 1953; Bunge et al . 1954). In der
Folge wur de dann fliissiger Stickstoff verwendet,
und da mit fa nd die S permienkryokonservierung
eine rasche Weiterentwicklung in vielen Lindern
mit d er E tablierung k ommerzieller K ryobanken
und entsprechend organisierter nationaler Einrich-
tungen (Perloff et al. 1964; David et al. 1980; Clarke
et al. 1997; Leibo et al. 2002).

Eine V ielzahl v on K ryokonservierungsproto-
kollen findet mittlerweile Verwendung, die un ter-
schiedliche Kryoprotektiva und Einf riertechniken
einsetzen. Das Uberleben der Zellen nach der Ein-
frier- und A uftauprozedur hi ngt w esentlich v on
der Minimierung der intrazelluldren Eiskristallbil-
dung ab. Dies wird durch die Verwendung geeigne-
ter Kryoprotektiva sowie die Anwendung von Kiih-
lungs- und A ufwéirmraten erreicht, die die M enge
des intrazellularen Wassers als Grundlage der Eis-
kristallbildung reduzieren (Sherman 1990; Keel u.
Webster 1993; Watson 1995). Wenn Spermien eine
zu lange Periode bei Temperaturen oberhalb von
-130 °Cv erbringen (die T ransitionstemperatur),
insbesondere wihrend des A uftauprozesses, kann
eine Rekristallisation einsetzen, die zur Z unahme
der mog lichen S chidigung d urch in trazelluldre
Eiskristallbildung fiithrt.

Menschliche Spermien tolerieren eine g ewisse
Breite an Kithl- und Aufwirmraten. Sie sind gegen-
tiber dem ras chen Ein frieren (K dlteschock) nicht
sehr em pfindlich, mog licherweise a ufgrund der
Membranfliissigkeit mit einem ho hen An teil un-
gesittigter F ettsduren in der L  ipiddoppelschicht
(Clarke et al 2003). Sie konnen auch aufgrund ihres
insgesamt geringen Wasseranteils (rund 50%) wi-
derstandsfahiger gegeniiber dem Kryokonservie-

rungsschaden sein als andere Zellen. Allerdings hat
die Kryokonservierung einen s chadigenden Effekt
auf die men schliche Spermienfunktion, insbeson-
dere die Motilitit. Im Durchschnitt iiberleben nur
50% der motilen Spermien das Einfrieren und Wie-
derauftauen (Keel u. Webster 1993). Die Op timie-
rung der Kryokonservierung kann diesen Schaden
minimieren und kann somit die Schwangerschafts-
raten verbessern (Woods et al. 2004).

Shwangerschaftsraten nac h assistierter B e-
fruchtung mi t kr yokonserviertem S pendersamen
héngen o ftmals v on der S permienqualitit nac h
dem Auftauen ab sowie vom Z eitpunkt der I nse-
mination und natiirlich den Faktoren der Empfin-
gerin, wie Al ter, frithere S chwangerschaften nach
Spenderinsemination sowie von der ovulatorischen
Funktion oder S térungen der T ubenfunktion (le
Lannou u. Lansac 1993). Wenn Ejakulat unter ge-
eigneten B edingungen g elagert wird, b esteht k ei-
ne V erschlechterung der S permienqualitit mi t
der Zeitdauer der L agerung; Kinder wurden nach
Fertilisierungsbehandlungen mit tiber 28 Jahre ge-
lagerten Sa menproben g eboren (F eldschuh et al .
2005; Clarke et al. 2006).

Spermien kénnen aus einer Vielzahl von Griin-
den aufbewahrt werden (» Kasten 6.1 )In einigen
Fallen muss das Verfahren der S permienkryokon-
servierung modifiziert werden (» Abschn.6.2.2 ).

Anmerkung

Sowohl fiir die Fertilitdtspravention als auch die | nfertilitats-
behandlung sollt en normale Samenpr oben asser viert w er-
den, die fir mindestens 10 oder mehr Inseminationen bzw.
ART-Behandlungen ausreichen, um sicherzustellen, dass eine
gute Chance fir eine Schwangerschaft besteht. Bei abnorma-
len Ejakulatproben hat sich das P oolen mehrerer Proben fiir
die ART als nicht sinnvoll erwiesen.

Anmerkung

Da fiir eine ICSI-Behandlung ein einz elnes Spermium pro Ei-
zelle benotigt wir d, lohnt sich die K ryokonservierung jedes
einzelnen vitalen Spermiums.

Anmerkung

Die Lagerung einer vor potentiell fertilitatsschadigender Be-
handlung gewonnenen Samenprobe hat oftmals einen signi-
fikant positiven psychologischen Wert, weil so die Hoffnung
auf eine zukiinftige Vaterschaft besteht. Fir Manner, die sich
einer Therapie mit Alk ylanzien oder ein er Strahlentherapie
unterziehen missen, muss die Samenpr obe vor Beginn der
Behandlung gewonnen werden. Alle Mdnner, die eine Che-
mo- oder R adiotherapie bendtigen, einschlieBlich der Ju-
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Kasten 6.1 Indikationen fiir die Kryokonservierung von Spermien

Samenspende

Ejakulat von gesunden Spendern,
die nachweislich oder vermutlich
fertil sind, kann fir eine spatere
Verwendung aufbewahrt werden.
Diese Spender mussen von Klini-
ken oder Samenbanken rekrutiert
werden, und ihr Samen wird anony-
misiert verwendet. Alternativ gibt
es auch die Moglichkeit, dass die
Empfanger die Spender kennen.

Fertilitatserhalt

Die lokale und nationale Gesetz-

gebung im Hinblick auf genetisches

und infektiologisches Screening -
sollte jeweils beachtet werden.

Das Ejakulat sollte gewonnen und
gelagert werden, bevor ein Mann
sich einem kontrazeptiven oder fer-
tilitatsschadigenden Verfahren oder
Exposition unterzieht, wie z.B.:

(als Backup fiir eine ICSI-Be-
handlung) (Bourne et al. 1995);
Behandleimgr nicht dauer-
haft bestehenden Infertilitat,
wie z.B. bei einer Operation des
Verschlusses der ableitenden
Samenwege oder einer Gona-
dotropinbehandlung bei einem
hypothalamisch-hypophysaren
Hypogonadismus;
- dlotwendigkeit der Samen-

Spendersamen kann fir die assis-
tierte Befruchtung (ART), IUI, IVF
oder ICSI verwendet werden:

dféPartnerin eines infertilen
Mannes ohne vitale Spermien
oder elongierte Spermatiden,
die fiir eine ICSI-Behandlung
geeignet sind, oder wenn die
Behandlung versagt hat oder
zu teuer ist;

dieVeitergabe angebo-
rener Erkrankungen zu ver-
meiden;

diefetale hamolytische
Andmie durch eine Blutgrup-
penunvertraglichkeit zu ver-

== asektomie (im Fall einer spate-

ren Verdnderung in der part-
nerschaftlichen Situation oder
dem erneuten Wunsch nach
mehr Kindern);

Behandlunitgzytotoxischen
Medikamenten oder Radiothe-
rapie, die mit einer gewissen
Wahrscheinlichkeit die Sper-
matogenese dauerhaft beein-
trachtigen (Meseguer et al.
2006; Schmidt et al. 2004);

aktienst im Rahmen einer
geféhrlichen Tatigkeit, z.B. Mili-
tardienst, in Landern, in denen
die posthume Verwendung des
Samens zulassig ist.

kryokonservierung besteht bei
einer assistierten Ejakulation
bei Patienten mit einer Quer-
schnittslahmung, bei Spermien
im Urin bei einer retrograden
Ejakulation oder bei der opera-
tiven Samenzellgewinnung aus
dem Genitaltrakt;

- aniver, die nicht in der Lage
sind, am Tage der ART-Durch-
flihrung eine frische Samenpro-
be zu gewinnen.

Minimierung des Risikos

der Ubertragung einer
Infektionserkrankung

Fir M@nner mit HIV, die unter einer

meiden;

- nai@derholten Aborten,
bei denen eine Spenderinsemi-
nation zu einer erfolgreichen
Schwangerschaft fihren kann;

- Fféwen, die schwanger
werden mochten, aber keinen -
mannlichen Partner haben.

Infertilitatsbehandlung

Spermien kénnen fir die Behand-

lung der Partnerin im Rahmen einer

assistierten Befruchtung (ART), IUI,

IVF oder ICSI aufbewahrt werden:
waie Oligozoospermie oder

nur intermittierender Nachweis

antiretroviralen Therapie stehen,
kénnen Ejakulatproben mit einer
nicht detektierbaren Viruslast fur
eine IUI, IVF oder ICSI kryokonser-
viert werden, um eine Konzeption
mit einem deutlich reduzierten
Risiko einer HIV-Ubertragung auf
die Partnerin zu erzielen.

motiler Spermien im Ejakulat

gendlichen (Kamischke et al. 2004) sollt en die M 6glichkeit
zur Kryokonservierung des Samens erhalten.

Die K ryokonservierung und nac hfolgende L age-
rung der menschlichen Spermien ist ein hoch kom-
plexer Prozess, der b esondere Anforderungen an
die Verantwortung und Zuverldssigkeit des Labor-
personals stellt. Ein entsprechendes Risikomanage-
ment wird empfohlen (» Kasten 6.2 ).

Anmerkung

Die Lagerung in der Dampfphase und nicht im flissigen
Stickstoff r eduziert das R isiko der K reuzkontamination. Je -
doch kénnen im A ufbewahrungsgefall abhang ig v on der
Form, der Probenfiillung und dem Typ des Probencontainers

groBere Temperaturgradienten in der Dampfphase besehen.
In extremen Féllen kann eine Temperatur unter -100 °C nicht
erreicht werden (Tomlinson 2005). Falls die Dampfphase zur
Lagerung v erwendet wir d, ist besonder e S orgfalt auf die
Temperatur der P roben zu v erwenden, damit diese nicht
tiber -130 °C erreicht (Kristallisationstemperatur von Wasser),
da diesin einer S chddigung der Spermien r esultiert (siehe
Clarke 1999).

Anmerkung

Sichere Straws, die aus heilv ersiegelbarem ionomerischen
Gie3harz bestehen, sind fur die Lagerung im flussigen Stick-
stoff verfligbar. Diese sind sicher vor Verlust, vor Kontamina-
tion mit Bakterien oder Viren und mechanisch belastbar bis
zu -196 °C (Mortimer 2004; Gilling-Smith et al . 2005; Tomlin-
son 2005).



Kapitel 6 - Kryokonservierung von Spermien

Kasten 6.2 Risikomanagement der Kryokonservierung und Lagerung menschlicher Spermien

Bei der Beurteilung des Risikos, das
mit der Kryokonservierung und der
Lagerung der Proben verbunden
ist, sollten die folgenden Aspekte
beachtet werden.

Erforderliches Zubehor

- ysiRalische Sicherheit der
Geféle, der Proben und des
Lagerungsraumes, um das
Risiko des Verlustes durch
Diebstahl oder Feuer, Versagen
der Kryokonservierungsstraws,
Ampullen und GefaBe zu mini-
mieren oder um die Versorgung
mit fliissigem Stickstoff sicher-
zustellen.

- Geetg Einrichtung fur die
vorgesehene Verwendung.

== ufbAwahrungs- und Entsor-
gungssystem und ausreichende
Zufuhr des flussigen Stickstoffs.

Sicherheit und Schutz der

- Alastesy fir die Entde-
ckung von fliissigem Stickstoff
und niedrigem atmosphari-
schem Sauerstoff.

Risiko der Kreuzkontamination
Um das Risiko der Kreuzkontami-
nation mit infektiosen Agentien
wahrend der Lagerung zwischen
den Proben zu reduzieren (z.B.
Ubertragung von HIV, Hepatitis B
oder C durch die Kryokonservie-
rungsbehaltnisse), ist Folgendes zu
beachten:

== ufbAwahrungscontainer:
Gefédle oder Straws und die
Methode des Verschwei3ens
der Straws (erhitzen oder poly-
merisieren);

- t d&r Lagerung: in flissigem
Stickstoff oder in der Dampf-
phase;

== rotdkoll und Methodik der
Lagerung von Hoch-Risiko-Pro-

ben (Proben, die Viren enthalten
oder enthalten kénnen).

Sicherheit der gefrorenen Proben

== eijleTSie die Proben auf und
lagern Sie sie an verschiedenen
Stellen, um das Risiko des voll-
standigen Probenverlustes zu
reduzieren.

— UbemgarGie die Identitét
der Proben doppelt bei jedem
Arbeitsschritt.

==  erwénden Sie nur dauerhafte
Beschriftungen und Identifizie-
rungscodes.

- dtefiie Vorschriften fir re-
gulére Uberpriifungen iiber die
Verwendung des Materials und
der gelagerten Proben bereit.

Quellen: Tedder 1995; Mortimer

2004; Gilling-Smith et al. 2005;

Tomlinson 2005)

Mitarbeiter
== ersofliche Schutzkleidung.

6.2 Potokolle zur
Kryokonservierung des Ejakulats

Es gibt mehrere Einfrier- und Samenbankmanage-
mentprotokolle (Mortimer 200 4; Wolf 1995). Ver-
schiedene K ryoprotektiva sind k ommerziell v er-
fugbar. Die D etails eines iib lichen v erwendeten
Kryoprotektivums, Glycerol-Eigelb-Citrat (GEYC:
glyerol egg yolk citrate), sowie maschinenkontrol-
lierte o der in der D ampfphase er folgende K ryo-
konservierungsprotokolle werden im Folgenden
dargestellt.

6.2.1 Standaddurchfiihrung

olbereitung des GEYC-Kryoprotekti-
vums
1. tigen Sie zu 65 ml sterilem destillierten Was-
ser 1,5 g Glucose und 1,3 g Sodiumcitrat-triba-
sisches Dihydrat hinzu.
2.ugen Sie 15 ml Glycerol hinzu und mischen

Sie kriftig.

3.1igén Sie 1,3 g Glycin hinzu. Wenn dies auf-
gelost ist, filtrieren Sie die Losung durch einen
0,45-pm-Poren-Filter.

4.ugen Sie 20 ml frisches Eigelb (vorzugs-
weise von spezifisch pathogenfreien Eiern)
hinzu: Waschen Sie das Ei und entfernen Sie
die Schale. Lochern Sie die Membran, die das
Eigelb umgibt, und nehmen Sie dieses in einer
Spritze auf (ca. 10 ml Eigelb werden pro Ei ge-
wonnen werden).

5. tRleren Sie die gesamte Suspension in einem
Wasserbad bei 56 °C fiir 40 Minuten bei gele-
gentlichem Mischen.

6. Cken Sie den pH-Wert der Losung. Wenn
dieser auflerhalb der Grenzen zwischen 6,8-7,2
liegt, verwerfen Sie die Losung und bereiten
Sie eine neue fir den Fall vor, dass die falschen
Zutaten oder Mengen verwendet wurden.

7. u diesem Zeitpunkt kann eine Bakterienkul-
tur angelegt werden.

8. u diesem Zeitpunkt kann eine Testung auf
die Spermientoxizitit erfolgen.



6.2 - Protokolle zur Kryokonservierung des Ejakulats

9. erkilen Sie die Losung auf 2-ml-Aliquots
unter einer Sterilbank und lagern Sie die Ali-
quots bei —70 °C.

0.1 erWenden Sie die Aliquots innerhalb von 3
Monaten.

Kryoprotektiva, die dem GE YC dhnlich sind, sind
kommerziell erhiltlich. Anmerkung: Unter Beach-
tung des G ewebemedizingesetzes s owie des Arz-
neimittelgesetzes finden in D eutschland kommer-
ziell erhaltliche Kryoprotektiva Anwendung.

eiBengung des Kryoprotektivums zum
Ejakulat

1. autn Sie das Kryoprotektivum auf, erwidrmen
Sie es auf Raumtemperatur und mischen Sie
es. Ein initiales Erwarmen auf 37 °C ist vorteil-
haft.

. 2 oli# Konzentrationen von Glycerol sind

schédlich fiir Spermien. Aus diesem Grund
ist es elementar, besondere Vorsicht aufzu-
wenden, wenn das Kryoprotektivum zugefiihrt
und mit dem Ejakulat vermischt wird.

3.ligen Sie einen Volumenanteil GEYC mit zwei
Volumenanteilen des Ejakulats zusammen,
entweder Tropfen fiir Tropfen unter stindigem
Rithren oder durch sanftes Pipettieren oder
graduelles Zusammenfiigen in fiinf Portionen
unter sanftem Mischen und iiber eine Zeit von
10 Minuten bei Raumtemperatur.

4. adN dem Zufiigen von GEYC inkubieren Sie
die Mischung bei 30-35 °C fiir 5 Minuten.

efBllen der Plastikstraws
(»Strohhalme«) der Kryokassetten

10,5 ml fassende Plastikstraws sind beliebt, weil
Sie die Temperatur gut leiten und die Lagerung
vereinfachen. Plastikgefifle konnen insbeson-
dere fiir grofiere Volumina verwendet werden.

2. sphrieren Sie das Ejakulat-GEYC-Gemisch in
0,5 ml Plastikkryostraws oder in Kryogefifie.
Die Strohhalme konnen mit einem Vakuum-
ball (Peleusball) oder mit einem Adapter, der
auf das Ende der Straws passt, gefiillt werden.
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erViegeln der Kryostraws

Straws mit einem V erschlusspfropfen a us tr ocke-
nem Polyvinylalkoholpuder finden in Deutschland
keine Anwendung, kénnen aber noch in anderen
Landern v erwendet w erden. Dies e v erschliefSen
sich, wenn das Fjakulat Kontakt mit dem polymeri-
sierten Pulver bekommt. Anmerkung: In Deutsch-
land w erden die k ommerziell erhil tlichen S traws
im Regelfall verschweif$t und weisen dann eine ho-
here Verschlussdichte auf als der eb enfalls verfiig-
bare Verschlussmechanismus mit kleinen Kugeln.

. 1 eld®sen Sie einen 1cm breiten Luftspalt am
unteren Ende, indem Sie den Straw an einer
Seite leicht an der Kryokassette antippen.

2. erSchliefen Sie dieses Ende, indem Sie es in
steriles Polyvinylalkoholversiegelungspuder
eintauchen und den Straw bis zu 1 cm tief in
Wasser eintauchen.

. 3 IMatzeversiegelung der Straws ist vorzu-
ziehen, weil das Puder fiir infektiose Erreger
durchldssig sein kann.

4. tekhativ konnen die Proben in Plastikstraws
oder -ampullen gelagert werden. Diese sollten
nur bis zu 90% ihrer Kapazitit gefiillt werden.

5. rotknen Sie die Aulenfliche der Kryokas-
sette ab und sterilisieren Sie sie mit 70% (v/v)
Alkohol oder anderen antimikrobiellen De-
kontaminationsreagenzien.

iilden und Einfrieren des Ejakulates in
programmierbaren Einfriergeraten
Programmierbare Einf riergerite, die die Z ufuhr
des fliissigen Stickstoffdampfes in die G efrierkam-
mer kontrollieren, sind verfiigbar.

1. tRieren Sie die Kryostraws oder Kryogefifle
im programmierbaren Einfriergerit und fol-
gen Sie den Instruktionen des Herstellers, um
das Programm zu aktivieren.

2. Hibliches Einfrierprotokoll kithlt die Pro-
ben um 1,5 °C pro Minute von 20 °C bis zu
-6 °C und danach um 6 °C pro Minute bis zu
-100 °C ab. Dieser Vorgang beansprucht ca. 40
Minuten. Die Maschine wird dann die Tempe-
ratur der Kammer bei —100 °C fiir 30 Minuten
halten, sodass Zeit genug bleibt, die Kryokas-
setten in fliissigen Stickstoff zu transferieren.

3. Andateutlich kompliziertere Protokolle
konnen in Abhingigkeit von den Erfahrungen
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der einzelnen Labore Anwendung finden (Pé-
rez-Sénchez et al. 1994).

ManuelEgfrieren und Auftauen des
Ejakulates
Manuelle Methoden sind w eniger gut zu k ontrol-
lieren als die p rogrammierbaren Kryomaschinen,
konnen a ber dhnlic h gu te Er gebnisse lief ern. Es
gibt zahlr eiche Alternativen zu dem v orgestellten
Protokoll.

. 1 latieren Sie die Kryokassetten in einem Tief-
kihlschrank (20 °C) fiir 30 Minuten, danach
auf Trockeneis (=79 °C) fur 30 Minuten und
schlief3lich in fliissigem Stickstoff (-196 °C).

2. IKeyostraws konnen von der —20 °C Tief-
kihltruhe in einen anderen Tiefkiihlschrank
bei —70 °C transferiert werden oder in einem
Korb oder Behaltnis in einer Mixtur von flis-
sigem Stickstoffdampf und Luft im Hals eines
kleinen flissigen Stickstofttanks bei —-80 °C
bis —100 °C fiir 10-15 Minuten, bevor sie end-
gliltig in fliissigen Stickstoft gelegt werden.

Sie konnen ebenso auch auf einem Gestell in
10-20 cm Hohe iiber dem fliissigen Stickstoft
eines groflen Stickstoffcontainers fiir eine
Stunde belassen werden, um einen Tempera-
turgradienten oberhalb des fliissigen Stickstoffs
zu erreichen.

ufbewahrung der kryokonservierten
Samenproben

1. fleren Sie die eingefrorenen Straws in
Plastikkryokassetten (Miniaufbewahrungs-
behilter) und tberfiihren Sie diese in einen
grofleren Aufbewahrungsbehalter.

2. fleren Sie die KryogefifSe in Fachern von
Metallbehiltern oder Aufbewahrungsboxen,
die in den Kryolagerungstank passen, vor-
zugsweise in der Dampfphase, da die Kryo-
gefafSverschliisse keine komplette Versiegelung
erlauben.

3. evihhren Sie die Aufbewahrungsboxen mit
den Straws oder Gefiflen in einem Tank mit
fliissigem Stickstoff auf.

raifsport von kryokonservierten
Samenproben
Kryokonservierte S permien k 6nnen in k ommer-
ziell erhal tlichen T ransportcontainern tra nspor-
tiert w erden, die mi t fliissigem Stickstoft gekiihlt
werden. In Abhingigkeit vom Transportcontainer
kann die erforderliche niedrige Temperatur meh-
rere Tage bis Wochen gehalten werden, bis der fliis-
sige Stickstoff entweicht.
Anmerkung
Stellen Sie sicher, dass die lokalen, nationalen und interna-

tionalen Gesetze flr die Versendung von fliissigem Stickstoff
und humanem biologischen Material beachtet werden.

uftAuen der kryokonservierten
Samenproben

. 1 orMder Verwendung miissen so viele Straws
wie erforderlich aus dem fliissigen Stickstoft-
(dampf-)Tank entnommen werden und auf
einem Trockenpapier oder in einem Gestell,
das das Erreichen der Raumtemperatur (was
ca. 6 Minuten dauert) erlaubt, platziert wer-
den. Kryostraws bendétigen langer, um aufzu-
tauen (10-20 Minuten).

2.nnkrhalb von 10 Minuten wird das Ende des
Straws mit einer sterilen Schere abgeschnitten
und der Inhalt entweder fiir die Insemination
aufbereitet (fir therapeutische Zwecke) oder
fiir die Bestimmung der Auftaumotilitit vor-
bereitet (um das Ergebnis der Kryokonservie-
rung auszutesten).

3. e der Einfriervorgang rapide war, dann ist
auch ein rascheres Auftauen sinnvoll (Verhey-
en et al. 1993).

4. adKryoprotektivum wird durch sequentielle
Verdiinnung in kleinen Volumenschritten
ausgewaschen, um osmotischen Stress fiir die
Spermien zu vermeiden (Gao et al. 1995) und
die Schwangerschaftsraten zu verbessern.

6.2.2Mdifizierte Einfrierprotokolle
fiir oligozoosperme Proben und
operativ gewonnene Spermien

jakulte, die nur wenige motile Spermien
aufweisen, und Spermiensuspensionen, die aus
dem Genitaltrakt extrahiert wurden, kdnnen
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fiir eine nachfolgende ICSI-Behandlung kryo-
konserviert werden.

alls Erforderlich, zentrifugieren Sie das Ejaku-
lat bei 1500 g fiir 10 Minuten, um die Spermien
auf ein minimales Volumen von ca. 0,4 ml zu
konzentrieren. Fiigen Sie GEYC hinzu und be-
arbeiten Sie die Probe wie oben beschrieben.

pidiHymales Aspirat, testikuldre Extrakte
oder andere Spermiensuspensionen, die im La-
bor mittels Swim-up oder Zentrifugation tiber
Dichtegradienten aufbereitet (» Abschn. 5.4
und 5.5) und in einem Spermienpréaparations-
medium mit Hepes-Puffer und humanem Se-
rumalbumin 4 mg/ml resuspendiert wurden,
kénnen mit Tyrodes Glucoseglycerol (TGG)
als Kryoprotektivum kryokonserviert werden.
Alternativ kann auch kommerziell erhéltliches
Kryoprotektivum mit humanem Albumin ver-
wendet werden.

oMifizierte Kryoprotektiva (TGG)
. 1 u#o ml steriler Tyrodes Losung

(» Kap. 11 » Abschn. 11.9 werden 5 ml von ste-
riler humaner Albuminstammlésung (100 mg/
ml), 0,9 g Glucose und 5 ml Glycerol hinzuge-
geben. Die Losung wird durch einen 0,45-pm-
Porenfilter filtriert.

2. Eerden 2-ml-Aliquots bei —70 °C aufbe-
wabhrt.

Rbfiihrung

1. et das Probenvolumen grofSer als 2,0 ml
ist und nur wenige motile Spermien nachweis-
bar sind, dann zentrifugieren Sie die Probe bei
1500 g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur.

2. edUberstand wird aspiriert bis auf ca. 1,0 ml
und die Spermien werden damit resuspendiert.
Danach wird der Anteil motiler Spermien (PR
und NP) bestimmt; falls nur sehr wenige moti-
le Spermien vorhanden sind, wird die Anzahl
der motilen Zellen unter jedem Deckgldschen
geschatzt.

3. au®n Sie ein 2-ml-Aliquot des TGG-Kryopro-
tektivums auf.

. 4 ugen Sie einen Volumenanteil TGG zu einem
Volumenanteil der endgiiltigen Spermienpra-
paration schrittweise unter stindigem Mischen
hinzu.
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5. {illén Sie die Mischung in Straws oder Kryo-
gefifle und frieren Sie diese ein wie oben be-
schrieben. Wenn einige Kryokassetten nicht
ganz gefilllt werden, muss sichergestellt wer-
den, dass die einzelnen Straws in der Kryokas-
sette nach dem Einfrieren nicht frei beweglich
sind.

6.2.3Bschriftung der Kryostraws und
Kassetten

Ein sic heres C odiersystem f tir die B eschriftung
der Kryostraws und -gefif3e ist essenziell. Verwen-
den Sie die Codes in allen Labordatenblattern und
Computerdatenbanken, um die Ano nymitit des
Spenders zu gewdhrleisten. Der Schliissel, mit dem
der Code dem S pender zugeordnet werden kann,
muss s eparat und g eheim aufbewahrt werden. Es
gibt viele mog liche C odiersysteme; wic htig ist es,
einen einzigartigen C ode fiir jeden S pender o der
Patienten fiir die K ryonservierung zu ha ben. Das
im F olgenden v orgestellte C odiersystem a rbeitet
zufriedenstellend und sicher:
ederJneue anonyme Spender wird einem
zweiziffrigen Buchstabencode zugeordnet
(AA, AB, AC, BA etc., endet mit ZZ, danach
wird eine neue Methode benétigt).
dEgiviffriger Buchstabencode wird fiir
Patienten und bekannte Spender verwendet:
AAA, AAB, etc.
ede Probe von einem spezifischen Spender
wird mit einer Nummer nach dem person-
lichen Code angezeigt. Zum Beispiel, wird die
achte Samenprobe, die vom Spender BT abge-
geben wurde, mit BT-8 beschriftet.
er Hdichstabencode und die Probennummer
sollten auf jedem Straw und Gefif3 stehen,
unter Verwendung eines permanenten schwar-
zen Schreibers. Alternativ konnen auch ge-
druckte Aufkleber, die fiir den Gebrauch in
flissigem Stickstoft geeignet sind, verwendet
werden.
Mhiei- Aufbewahrungskassette, in der die
Straws gelagert werden, muss ebenfalls eine
Markierung mit dem Code und der Proben-
nummer aufweisen.
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Fhxibkodierung von Kryokassetten, -be-
hiltern, Straws und Versiegelungspuder kann
ebenfalls hilfreich fiir die rasche Identifizie-
rung sein.

entie kryokonservierten Spermien ver-
wendet werden, wird die Anzahl der noch
verbliebenen Proben in der Datenbank ent-
sprechend dokumentiert.

Anmerkung

Alle Prozeduren, die der Identifizierung von Spender- oder
Patientenproben dienen, schlieBen die Annahme der P robe,
die Aufbereitung und die Beschriftung der Straws, die Uber-
fuhrung in die Lager tanks und das A uftauen der Proben fiir
Gebrauch oder Vernichtung ein, sollt en von zwei Personen
doppelt geprif t und der Nach weis lber diese Kontr ollen
im Laborbuch dokumentiert werden. Idealerweise sollte ein
MTA nur eine Probe zu einem Zeitpunkt verarbeiten.

Anmerkung

Es sind codierte Kryokassetten kommerziell erhéltlich. Diese
weisen einen jew eils einmaligen C ode auf, der so wohl auf
den Straws als auch auf den Kyokassetten bestéandig und un-
verdnderbar aufgedruckt ist. Dazu gehdren ferner Aufkleber
mit dem jew eiligen Code, die fiir die f ehlerfreie Dokumen-
tation in Patientendokumenten und Laborbichern geeignet
sind.
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Qualitéskontrolle im
Andrologielabor

Andrologielabore miissen zuverldssige Resultate
generieren, um eine gesicherte Diagnostik und ge-
zielte Therapie zu g ewdhrleisten. Ejakulatdiagnos-
tik ist sehr komplex und schwierig zu standardisie-
ren. Um systematische Fehler und hohe Variabilitit
der Ergebnisse zu erkennen und zu korrigieren, ist
eine Qualititskontrolle (QK) essentiell. Die grof3en
Diskrepanzen zwischen unterschiedlichen Laboren
bei der B estimmung der S permienkonzentration
und -morphologie (Neuwinger et al. 1990; Matson
1995; Cooper et al . 1999, 200 2) unterstreichen die
Notwendigkeit einer optimierten QK und Standar-
disierung.

Unabhingig v on s einer G rof3e s ollte jedes L a-
bor ein a uf st andardisierten M ethoden un d Ver-
fahren basier endes Quali tétssicherungsprogramm
(QS) einrichten, welches die G enauigkeit und Pra-
zision s einer Resul tate garantiert. (D e Jonge 2000;
Mortimer u. Mortimer 2005). Einige Lander haben
gesetzliche Vorgaben fiir eine Q K der L abore, an-
dere fordern diese tiber Krankenkassen oder exter-
ne Ak kreditierungszentren ein. M anchmal ist die
Implementierung aller hier b eschriebenen Aspekte
einer QK unmoglich, dann sollten allerdings zumin-
dest die H auptparameter des S permiogramms wie
die K onzentration, die M orphologie und die M o-
tilitdt mit einem in ternen und, wenn méglich, mit
einem externen QK-Programm tiberpriift werden.

Es gibt einige Biicher zur QK (z.B. Wheeler u.
Chambers 1992; W heeler 1993), die sich zum T eil
auf QK in L aboren beziehen und eine det aillierte
Ubersicht des Themas vermitteln (z.B. Cembrowski
u. Carey 1989; Carey u. Lloyd 1995; Westgard 2002).
Innerhalb eines Labors angewandte QK-Verfahren
gelten als interne QK (IQK) (» Abschn.7.6 Externe
QK (EQK) ist die vergleichende Analyse der Ergeb-
nisse von identischen Proben, die in unterschiedli-
chen Labors bestimmt wurden (» Abschn.7.11).

7.2 Die Art von Fehlern bei der
Ejakulatanalyse

Der Ein satz v on Q K-Verfahren er fordert die Er -
kenntnis v on mdg lichen F ehlerquellen und der
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Grofie des M essfehlers. Jede Messung enthilt eine
Fehlerspanne, deren Grofle durch das K onfidenz-
intervall mi t einer ob eren und un teren G renze
beschrieben wird. Eine p rizise Messung liegt v or,
wenn obere und untere Grenze nah zusammen lie-
gen. Die G enauigkeit wird durch eine grofSe Ndhe
zum Realwert definiert. Es gibt zwei Arten von Feh-
lern: zuféllige und syst ematische. Zuféllige Fehler
beeintrachtigen die Prizision und entstammen den
zufilligen Differenzen zwis chen den S tichproben
oder dem Er fassen der Er gebnisse. Z ufillige F eh-
ler k 6nnen d urch wiederho Ite M essungen v om
gleichen B eobachter und iden tischem M essgerit
nachgewiesen w erden. S ystematische F ehler sind
tiickischer, weil sie a us Faktoren hervorgehen, die
das Ergebnis immer in die gleiche Richtung verfal-
schen. Deshalb konnen sie auch durch wiederholte
Messungen nicht nachgewiesen werden.

Auch wenn die Sa menprobe gut d urchmischt
wurde, ist die zufillig e (Ungleich-)Verteilung der
Spermien in der Sa menprobe, im Fixa tiv oder im
Medium fiir die eingeschrankte Prézision der Sper-
mienanalyse v erantwortlich. Die M essungen der
Spermienkonzentration, Vitalitdt und Morphologie
werden an einer limi tierten Anzahl von Spermien
durchgefiihrt, die als reprasentativ fiir die gesamte
Probe gelten. Die Variabilitit der Stichprobe resul-
tiert aus der A uswahl eines definierten Probenvo-
lumens (fiir die B estimmung der K onzentration)
oder einer b estimmten Anzahl von Spermien (fiir
die B estimmung der B eweglichkeit, M orphologie
oder Vitalitit) und r epréisentiert einen zufillig en
Fehler, der als »S tichproben-« o der »st atistischer
Fehler« bezeichnet wird. Die wichtigsten Begriffs-
definitionen der QK werden in 8 Tab. 7.1aufgefiihrt.
Weitere Fehler konnen auftreten, wenn die P robe
verdiinnt und g emischt wird oder wenn Teile der
Probe entfernt werden. Diese Fehler konnen durch
eine O ptimierungd er A ufbereitung minimiert
werden (» Abschn.7.13 ).

Das Ziel der QK in der routineméfligen Ejaku-
latdiagnostik ist es, das Ausmaf3 der zufélligen und
systematischen Fehler zu erfassen und weitmaoglich
zu reduzieren, damit fiir Wissenschaft und K linik
valide Resultate zur Verfiigung stehen.
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D Tab.7.1
Standardabweichungen

Kontrollgrenzen (X, )

Techni- Standard- Warngren- Aktions-
ker abwei- ze grenze
(n) chung (A) (A;)
(c)
2 1,253 112 2,69
3 1,128 1,303 1,954
4 1,085 1,085 1,628
5 1,064 0,952 1,427
6 1,051 0,858 1,287
7 1,042 0,788 1,182
8 1,036 0,733 1,099
9 1,032 0,688 1,032
10 1,028 0,650 0,975

7.3 [himierung des

Stichprobenfehlers

Faktoren zur Berechnung der Kontrollgrenzen fiir X- und S-Karten basierend auf dem Mittelwert der

Kontrollgrenzen (S, )

Untere Untere Obere Obere
Aktions- Warngren- Warngren- Aktions-
grenze ze (Sp g75) ze (Sg 555 grenze
(So,999) (So,001)
0,002 0,039 2,809 4,2
0,036 0,180 2,167 2,966
0,098 0,291 1,916 2,527
0,160 0,370 176 2,286
0,215 0,428 1,684 2,129
0,263 0,473 1,618 2,017
0,303 0,509 1,567 1,932
0,338 0,539 1,527 1,864
0,368 0,563 1,495 1,809

7.4 Pogramm zur
Qualitdtskontrolle (QK)

Stichprobenfehler k 6nnen vermieden werden, in-
dem eine hohere Anzahl von Spermien erfasst wer-
den (B Tab. 2.2 und » Kasten 2.5ind 2.7 Allerdings
muss ma n einen K ompromiss finden zwischen
statistischer Prézision, der f tir die D atenerhebung
bendétigten Z eit und dem V erlust an G enauigkeit
durch Er miidung des T echnikers. Die W ahl eines
95%igen Konfidenzintervalls als Akzeptanzlimit fiir
die Abweichung von Doppelbestimmungen bedeu-
tet, dass bei ca. 5% der Proben ein Messunterschied
grofler als 1,96 x S tandardabweichung allein a uf-
grund der zufélligen Variabilitit entsteht. Bei Ver-
wendung dieses niedrigen Limits miissen zusétzli-
che, aber eigentlich unnotige Messungen durchge-
fuhrt werden, was akzeptabel sein kann. Alternativ
kann das Akzeptanzlimit angehoben werden (z.B.
auf 2,6 x oder 3 x Standardfehler), um die Haufig-
keit von Zahlfehlern zu verringern (jeweils auf 1%
oder 0,2%).

Der beste Weg, um zuverldssige Ergebnisse zu er-
halten, ist der Ein satz eines da uerhaften QK-Pro-
gramms. Ein Q K-Programm iib erwacht und b e-
urteilt r outinemafig die Quali tit und An gemes-
senheit der D aten und V erfahren, die in einem
Labor durchgefiihrt werden. Management, A dmi-
nistration, st atistische Anal yse s owie p réventive
und k orrigierende M afinahmen b ilden den K ern
des Q K-Programms. Die st dndige Ub erwachung
hilft nicht nur bei der Erkennung und Korrektur
von Problemen, sondern beugt diese auch vor.

Das QK-Programm wird in einem Qualitéts-
management-Handbuch (Q MH) b
Dieses enthilt die st andardisierten Verfahrensan-

eschrieben.

weisungen (st andard o perating p rocedures) und
detaillierte H inweise f iir die un terschiedlichen
Prozesse und Methoden des Labors. Neben diesen
Anweisungen gibt e s Formulare und D okumente
wie z.B. Einweisungsscheine, L abor-Arbeitsblitter
und informative Broschiiren fiir Kunden und f iir
zuweisende Arzte.
Das Q MH b eschreibt die Or ganisation und

Struktur des Labors, die erforderlichen Kompe-
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Kasten 7.1 Begriffsdefinitionen in der Qualitatssicherung und Qualitatskontrolle

95%onfidenzintervall

Akzeptanzlimit

Bias

Binomialverteilung

Bland-Altman-Plot

Drift

Externe Qualitatskontrolle

Genauigkeit

Gute Laborpraxis (GLP)

Interne Qualitatskontrolle

ISO (International Organisation for
Standardisation)

KonsensusWert

Kontrollkarte

Mittelwertskarte (X-Karte)

Bisson-Verteilung

Prazision

Pazisionsfehler
Qualitatskontrolle (QK) bestanden

Qualitatskontrolle (QK) nicht be-
standen

Ein kalkuliertes Intervall der Resultate, welches 95% der Werte einschliet
(Mittelwert + 1,96 x Stichpiobenfehler [SF] oder N + 1,96 x /N pio Wert).

Erlaubte natiirliche Variation einer Messung. Ein Uber-/Unterschreiten der
Grenzen deutet auf spezifische Ursache als Storfaktoren hin.

Abweichung eines getesteten Wertes vom Ziel-Wert. Reproduzierbare Unge-
nauigkeiten, die konsistent in die gleiche Richtung abweichen (systematischer
Fehler).

Eine theoretische Verteilung von Ereignissen, die immer einer von zwei Kate-
gorien zugeordnet werden kénnen (z.B. motil/immotil, vital/tot).

Eine graphische Darstellungsmethode fir den Vergleich zweier Messmetho-
den gegen den durchschnittlichen Wert.

Sukzessive auftretende kleine Veranderungen, die zu zunehmender Ungenau-
igkeit der Messung fiihren.

Extern durchgefiihrte Qualitatstests, welche die Messungen in unterschiedli-
chen Laboren und unterschiedliche Messverfahren vergleichen. Sie dient zum
Nachweis systematischer Fehler und zur Bewertung der Messgenauigkeit.

Grad der Ubereinstimmung zwischen angezeigtem und wahrem Wert.

Ein Regelwerk, das den organisatorischen Ablauf und die Bedingungen
festlegt, unter denen Laborprifungen geplant, durchgefiihrt, tberwacht, be-
richtet, aufgezeichnet und archiviert werden.

Intern durchgefiihrte Qualitdtstests, welche die Messungen innerhalb eines
Labors vergleichen. Sie dient zum Nachweis der in der tdglichen Routine auf-
tretenden Mess(un)genauigkeit und liefert das Maf3 an naturlicher Variabilitat
einer Messung.

Die ISO ist die internationale Vereinigung fiir Standardisierung und erarbeitet
internationale Normen, einschlieBlich internationaler Standards fuir Qualitats-
kontrolle in Laboren.

sieheZiel-Wert

Graphische Darstellung individueller Messungen tber die Zeit, in der Hilfs-
linien die Sollwerte und Akzeptanzlimits veranschaulichen.

Graphische Darstellung, die die durchschnittlich gemessenen Werte tiber die
Zeit darstellt. Sie dient zur Beobachtung der Variabilitat und zum Nachweis
der Abweichungen vom gezeigten Wert (Bestimmung der Genauigkeit).

Einediskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung von wiederholten Experimenten
mit zwei zuféllig auftretenden Ergebnissen.

Néhe der Ubereinstimmung zwischen wiederholten Messungen. Haufig be-
schrieben als Ungenauigkeit (Drift innerhalb oder zwischen mehreren Proben-
serien, Testlaufen, Bestimmungsverfahren oder Laboratorien. Die Prazisions-
bestimmung wird nicht vom »Bias« beeinflusst (siehe auch Stichprobenfehler).

sieheStichprobenfehler
Eine Messung gilt als bestanden, wenn alle Werte im Zielfenster liegen.

Die Qualitatskontrolle einer Messung gilt als nicht bestanden, wenn die
Messung vereinbarte Akzeptanzlimits tiber/unterschreitet oder innerhalb der
Limits eine signifikante Drift zeigt. Ein nicht bestandener Prozess muss tber-
priift werden.
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Fortsetzung

Shewhart-Zyklus (PDCA)

Standardbweichungsdiagramm
(S-Karte)

StatistischeStichprobenfehler

Stichprobenfehler

§stematischer Fehler

Variabilitat durch natdirliche Ursa-
chen (»Special Cause«)

Variabilitat
¥rfahrensanweisung (standard
operating procedures: SOP)

¥uden-Diagramm

(plan, do, check, act): planen, testen, Uberpriifen/standardisieren, umsetzen.

Eine graphische Darstellung der Standardabweichung der gemessenen Werte
Uiber die Zeit. Es dient zur Beobachtung der Uniformitat eines Prozesses und
misst die Genauigkeit.

siehestichprobenfehler

Dieser Fehler ergibt sich aus der Auswertung einer limitierten Anzahl von
Spermien. Er ist umgekehrt proportional zur Quadratwurzel der gezéhlten
Einheiten (Spermien). Der Stichprobenfehler (%SF) ist der Standardfehler einer
Messung (vVN), welcher als Prozentwert der gemessenen Einheiten angegeben
wird (100 x [N/NI). Auch zufilliger Fehler, Prazisionsfehler, statistischer Stich-
probenfehler.)

sieheBias

Eine Abweichung, die weit, wiederkehrend oder nicht vorhersehbar ist und
nur vereinzelte Werte des Prozesses beeinflusst (zufallige Variabilitat).

Beschreibt die zufallige und/oder nattirliche Veranderlichkeit von individuel-
len Werten innerhalb eines Kollektivs.

Eine standardisierte Arbeitsanweisung, welche einen Arbeitsprozess/eine
Methode beschreibt.

Grafische Darstellung der gemessenen Werte einer Probe vs. einer zweiten

Probe.

ZieWert

Abschdtzungles wahren Werts, haufig ermittelt als Mittelwert der Resultate

verschiedener Labore (auch »Konsensus-Wert«).

zfélliger Fehler

tenzen (A usbildung) f tir dieun terschiedlichen
Arbeitsstellen (Job Beschreibung) und legt Inter-
valle fiir Meetings zwischen Mitarbeitern und Kon-
trolleuren und f ur fortlaufende Mitarbeiterausbil-
dungen fest.

Standatisierte Verfahrensan-
weisungen (SOPs)

7.5

Dieschriftlich fixierten SOPs beschreiben alle L a-
borverfahren und m iissen von allen M itarbeitern
befolgt w erden. Sie sind a uch wertvoll zum An-
lernen n euer M itarbeiter und geben Hinweise zu
nichtroutineméfigen V erfahren s owie H ilfen b ei
einer moglichen Fehlersuche.

Die SOPs enthalten Verfahrensweisen tiber Be-
arbeitung k linischer I nformationen, Ein planung
von P atiententerminen, Dur chfithrung von Tests,

sieheStichprobenfehler

Berichte von analytischen Ergebnissen, Ausbildung
von neuen M itarbeitern, Tests und W artung der
Gerite, Hinweise zum Ein satz von Kontrollkarten
und en tsprechender V erfahrensweisen, w enn die
Werte auflerhalb der Referenzwerte liegen (Quali-
tiatskontrolle nicht bestanden). Die SOPs enthalten
ferner Anleitungen fiir eine optimale Anwendung
der L aborgerite, ein schliefllich r outineméfiger
Wartung und K alibrierung der wic htigen I nstru-
mente und eine sinnvolle Dokumentation der tech-
nischen Ub erwachung von Geriten (M ikroskope,
Zentrifugen, Pipetten, Waagen etc.) sowie der S i-
cherheits- und N otfallausriistung (z.B . A ugen-
waschlosungen und Dus che). Grundsitzlich muss
ein Log-Buch fiir jedes G erdt mit entsprechenden
Wartung- u nd K alibrierungseintrigen v orliegen.
Die Aufzeichnungen der Log-Biicher sind von ho-
her Bedeutung, wenn das Urteil der Qualititskont-
rolle »Nicht bestanden« lautet.
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7.6 Iterne Qualitatskontrolle (IQK)

Die interne Qualitatskontrolle iberwacht die P ra-
zision und weist anhand von moglichen Resultaten
auf8erhalb der Referenzlimits auf Fehler in den La-
borverfahren hin. Die Ar t der QK hidngt vom La-
borverfahren ab, weil un terschiedliche Verfahren
sich durch die Art und Héufigkeit der F ehlerquel-
len unterscheiden. Verfahren, die eine Verdiinnung
erfordern o der eine W iederverwendung z.B. von
Zahlkammern beinhalten, erfordern eine regelma-
ige und intensive Kontrolle, wihrend ein fixierter
Objekttrager oder eine Videoaufnahme seltener ge-
testet werden, da bei letzteren weniger Fehler auf-
treten.

Ein einfacher Weg zum A ufbau einer IQK ist
die Implementierung von I QK-Probenmaterial in
die regelmifige Arb eitsroutine und die Ub erwa-
chung der Er gebnisse mit Kontrollkarten. So wird
die IQK Teil der L aborroutine und wir d durchge-
fithrt gemaf3 der im Labor herrschenden Standards
und Routinen. Es ist wic htig, dass Q K-Proben im
Rahmen der Ro utinediagnostik a nalysiert und
nicht speziell b ehandelt werden, da es a nsonsten
zu einer hoheren Genauigkeit und Prézision als bei
den normalen Proben kommen kénnte.

QK-Probenmaterial dien t zur Ub erwachung
der Variabilitit bei demselben oder zwischen meh-
reren technischen Mitarbeitern und kénnen selbst
hergestellt oder g ekauft w erden. Die V or- und
Nachteile dieser beiden Optionen werden nachfol-
gend beschrieben.

7.6.Kauflich erhaltliche QK-Proben

Diekauflich erhil tlichen Q K-Proben werden mit
bekanntem Mittelwert und exakt fir dieses Produkt
bestimmter Variabilitit angeboten. Diese Produkte
erlauben die Bestimmung der Genauigkeit und der
Prazision. Die Variabilitat der vom Labor bestimm-
ten Ejakulatparameter kann mit der Variabilitit der
gekauften Proben verglichen werden. Mit solchen
Proben kann das Labor seine eigenen Kontrollkar-
ten zur Bestimmung der Prizision erstellen und die
Genauigkeit nach den Anweisungen des Herstellers
verifizieren (Westgard 2002).
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Der Nachteil der gekauften QK-Proben ist der
Preis und die ein geschrénkte uni verselle V erfig-
barkeit. Der Hersteller muss dem Produkt eine An-
weisung beiftigen, die beschreibt, wie die Zielwerte
ermittelt wur den (m ultiple Anal yse, co mputer-
unterstiitzte E jakulatdiagnostik, K onsensuswerte,
auf-/abgerundete Werte).

7.6.28lbst hergestellte QK-Proben

Die selbst hergestellten QK-Proben sind p reiswer-
ter und konnen gezielt fiir die Bediirfnisse des La-
bors hergestellt werden. Viele QK-Proben kénnen
fir w eite M essbereiche her gestellt und f iir la nge
Zeit gelagert werden. Der Nachteil ist, dass der Ziel-
wert nicht bekannt ist. Es wir d empfohlen und ist
oft auch unabdingbar, mehrere sich deutlich unter-
scheidende K ontrollproben zu g enerieren, da mit
sowohl K ontrollmessungen in den hd ufig auftre-
tenden Normbereichen (z.B. Spermienkonzentra-
tion von 50 x 16/ml) als auch in den kritischen Be-
reichen (z.B. Spermienkonzentration <15 x 16 /ml)
durchgefiihrt werden.

7.6.3 @lagerte QK-Proben (gekauft
oder selbst hergestellt)

Die gelagerten Proben konnen fiir die Bestimmung
der S permienkonzentration, M otilitit u nd Vitali-
tdt ein gesetzt w erden. F iir die g ekauften Proben
istder Z ielwert bekannt. F iir s elbst her gestellte
Proben kann der Zielwert den bis dahin durchge-
fithrten multiplen Anal ysen en tnommen werden.
Fiir Proben aus EQK Programmen wurde der Wert
tibermittelt. Alle g elagerten P roben erla uben die
Detektion systematischer Fehler durch wiederholte
Bestimmung derselben Probe.

Spermiemkzentration
Proben mit unterschiedlicher Spermienkonzentra-
tion konnen aufbereitet und gelagert werden. Meh-
rere S amenproben k 6nnen z um E rreichen e iner
bestimmten Konzentration oder eines bestimmten
Volumens gepoolt werden. Dies kann zur Aggluti-
nation fithren.
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Siehe » Kap. 14 » Abschn. 14.6fiir Anweisungen
tiber die Vorbereitung und Lagerung von QK-Pro-
ben mi t nic htagglutinierten S permiensuspensio-
nen und bekannter Spermienkonzentration.

Spermienmorphologied Vitalitat
Fir die M orphologie werden luftgetrocknete und
fixierte (siehe » Abschn. 2.13.2 3Normale Ejakulat-
probenc) oder fixierte und gefarbte (» Abschn.2.14 )
Spermienabstriche a uf Ob jekttragern v erwendet.
Fir die M orphologie w erden mit Eosin-N igrosin
gefarbte Spermienabstriche (» Abschn. 2.6.1 pin-
gesetzt. Spermienabstriche kénnen aus alltiglichen
Samenproben mit zugedecktem Identifizierungs-
aufkleber ausgewdhlt werden. Fiir die Q K-Proben
sollen Ejakulate mit schlechter, mittelmaf3iger und
guter Qualitdt vorbereitet werden Die QK-Proben
konnen wiederb enutzt w erden, s ollten a ber b ei
Verschlechterung ersetzt werden. Es ist besser, eine
grofere Zahl von QK-Proben zu b enutzen, damit
die Techniker Kontrollproben nicht als solche wie-
dererkennen, was zu einer v erfélschten Anal yse
fihren konnte.

Siehe » Kap. 14 » Abschn. 14.7 Anweisungen
tiber die V orbereitung der Q K-Proben fiir S per-
mienmorphologie. W enn die Ob jekttréiger s org-
faltig v orbereitet und g elagert wur den, k 6nnen
sie monate- oder sogar jahrelang benutzt werden.
Mehrere S erien v on Ob jekttriagern k 6nnen al ter-
nierend oder in wechselnden Kombinationen ver-
wendet werden, wenn eine neue Serie von QK-Pro-
ben begonnen wird.

Spermienmotitita
Videos in VHS-, CD- o der D VD-Format k 6nnen
von der Klinik oder vom EQK-Programm bezogen
oder s elbst her gestellt werden. Die V ergrofierung
muss dieselbe wie bei einer R outine-Analyse von
Samenproben unter dem Mikroskop sein. Wird ein
Bildschirm in der alltdglichen Laborroutine einge-
setzt, soll die Vergroflerung und der Kontrast in
den V ideoaufnahmen d iesem m 6glichst & hnlich
sein, da dies die Validitat der Kontrollverfahren er-
hoht.

Siehe » Kap. 14 » Abschn. 14.51iber die Erstel-
lung v on Videos f iir die B estimmung der S per-
mienmotilitat.

7.6.4fische QK-Proben (selbst
hergestellt)

Eine einfache Methode der IQK ist die wiederhol-
te Messung von Aliquoten einer Sa menprobe von
ein bis mehreren Technikern. Die Wiederholungs-
bestimmung muss wie eine routineméfiige Ejaku-
latdiagnostik durchgefiithrt werden. Diese Art von
IQK ist fiir die Bestimmung der Spermienkonzen-
tration, -motilitit, -morphologie und -vitalitit ge-
eignet. Die Beurteilung der Spermienagglutination
und Aggregation ist subjektiv. Der gemischte Anti-
globulin-Reaktionstest ist sehr variabel (Bohring u.
Krause 1999). Hinzu kommt der Bedarf an frischen
lebendigen S permien und p ositiven K ontrollen,
sodass die Q K der letztg enannten drei Parameter
schwierig ist.

Die B estimmung der S permienmotilitdt mi t
QK-Proben ist besonders schwierig, weil die Moti-
litdt rasch abnimmt und deshalb als erstes beurteilt
werden sollte. Da die vorbereiteten Standardobjekt-
trager fiir die Bestimmung der Motilitat nur fiir ei-
nige Minuten stabil bleiben, konnen Zihlkammern
mit definiertem Ausschliff ein gesetzt w erden, in
denen die Motilitdt iiber 30 Minuten stabil bleibt.

Ein B riickenmikroskop o der eine a ngeschlos-
sene Videokamera erlauben mehreren Technikern,
die Probe gleichzeitig zu a nalysieren. Eine M aske
auf den Bildschirm kann die Gitter des Mikroskop-
Okulars simulieren (» Kap. 14 » Abschn. 14.5 ).

Die L abore, die ein CASA -System b enutzen,
sollten den H erstelleranweisungen folgen, um die
Qualitétskontrolle durchzufiihren. Diese erfolgt oft
durch Wiederholungsmessungen von Videos aus-
gewihlter Spermien mit unterschiedlicher Aktivi-
tat.

Sttistische Verfahren zur
Analyse und Dokumentation
systematischer Fehler desselben
Technikers oder zwischen
mehreren Technikern

7.7

Die Erstellung und Interpretation von Kontrollkar-
ten reprasentiert einen integralen Bestandteil einer
Labor-Qualititskontrolle. Je nach Art des Verfah-
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7.7 - Statistische Verfahren zur Analyse und Dokumentation systematischer

rens und der V erfiigbarkeit des P robenmaterials
werden unterschiedliche QK-Systeme eingesetzt.

7.7.1 Mtelwertkarte

Die M ittelwertkarte dient zum N achweis von Er-
gebnissen, die stark vom Zielwert abweichen oder
eine deutliche Zunahme der Variabilitat aufzeigen.
Systematische Fehler konnen durch die sequentiel-
le Bestimmung der gleichen Proben nachgewiesen
werden. Die wiederho Iten Messungen einer P robe
werden in en tlang der Z eitachse in einem Dia-
gramm aufgezeichnet. Es werden gelagerte Proben
benutzt, da es wichtig ist, den Zielwert zu kennen,
der den Herstelleranweisungen der gekauften Kon-
trollprobe, dem m itgeteilten Wert des E QK-Pro-
gramms der zugesandten Kontrollprobe oder dem
ermittelten M ittelwert geméfl den Er gebnissen
einer multiplen Analyse bei einer selbst hergestell-
ten Probe entspricht.

Kommentar

Die M ittelwertkarte ist we niger sensibel als die
S-Karte fiir den Nach weis v on hoher Variabilitat
der Er gebnisse z wischen mehr eren Technikern
(» Abschn. 7.7.2m die Variabilitat zu Gberprifen,
kann der Wertbereich jeder QK -Probe auf einer S-
Karte mit entsprechend definierten Warnungs- und
Aktionsgrenzen auf gezeichnet und beur teilt we r-
den.

olftrollgrenze einer Mittelwertkarte

berechnen

Eine Serie von der aus einem Ejakulat hergestellten
QK-Probe wir d s equentiell g emessen. N achdem
die e rsten z ehn K ontrollwerte g emessen w urden,
werden die K ontrollgrenzen fiir jeden T echniker
berechnet. D amit werden die V ariabilitdt und de-
ren G renzwerte f iir w iederholte M essungen d er-
selben Probe durch dieselbe Prozedur und densel-
ben Techniker festgelegt. Dur chschnittswerte und
Standardabweichungen werden nach jeder zehnten
Probe erneut bestimmt und die Kontrollgrenze fiir
die X- und S-Karte aktualisiert. Voraussetzung da-
fir i st die Z uverldssigkeit d er Q K-Proben. B evor
die QK-Proben aufgebraucht sind, wird ein neuer
Pool aufbereitet. Die N euberechnung der X- und

S-Karten erfolgt unter Einbeziehung der Restwerte
des alten Probenmaterials und der ersten zehn Pro-
ben des neuen P ools. Die b enutzten Faktoren zur
Berechnung der Kontrollgrenze sind in 8 Tab. 7.1
und Beispiele sind in » Kasten 7.2 und7.3gezeigt.

dphische Darstellung der

Mittelwertkarte

Jeder Techniker analysiert die QK-Proben und
tragt da mit einen B eitrag zur Q Kb ei. Wenn ein
Laborverfahren mit akzeptabler Variabilitit instal-
liert wurde, miissen die QK-Proben routinemiflig
analysiert und die en tsprechenden Ergebnisse mit
den etablierten Werten verglichen werden. Die X-
Karte ermoglicht eine fortlaufende Analyse, ob die
Werte innerhalb oder auflerhalb der fiir diese Me-
thode erwarteten Variabilitit liegen. Siehe Beispiel
in @ Abb. 7.1.

X-Karten k 6nnen f iir die B estimmung der
Spermienmotilitdt, -mo rphologie und -vi talitdt
hergestellt werden und damit Warn- und Aktions-
grenzen, dhnlich wie b ei der S permienkonzentra-
tion liefern. In diesen Féllen werden relative Werte
(%) statt absoluter Zahlen verwendet.

7.7Di&-Karte

Die S-Karte zeigt, ob eine ho he Variabilitdt zwi-
schen den Technikern besteht. Die Proben werden
mehrmals g emessen und die da raus er mittelten
Standardabweichungen werden gegen die Zeit auf-
getragen. Da die QK-Proben aus demselben gela-
gerten Pool stammen, sollten keine Unterschiede
auftreten und jeder signifikante Unterschied z wi-
schen d en Technikern w eist a uf ei nen s ystemati-
schen Fehler hin.

e®&immung der Kontrollgrenze fiir die

S-Karte

Die K ontrollgrenzen w erden dhnlich wie b ei der
X-Karte b erechnet. D a jedoch die Verteilung d er
Standardabweichung nic ht symmetr isch ist, w er-
den Warngrenzen und Akzeptanzlimits so gewahlt,
dass die Wahrscheinlichkeit fir eine auflerhalb der
Kontrollgrenze liegende Bestimmung identisch
mit der X-K arte ist, v orausgesetzt es tr eten keine
Verinderungen der Genauigkeit und Prézision ein.
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Kasten 7.2 Bestimmung der Warn- und Grenzwerte einer Mittelwertkarte

Difelgende Tabelle zeigt die von
vier Technikern bestimmte Sper-
mienkonzentrationen von 10 QK-

Aliquoten aus derselben QK-Probe
zusammen mit den errechneten

Mittelwerten und Standardabwei-
chungen.

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Spermienkongntration (1¢° /ml)
&chniker A 38 35 40 34 38 36 44 43 39 43
&chniker B 42 36 42 40 40 40 43 43 46 40
&chniker C 38 43 40 51 38 33 39 45 35 39
&chniker D 34 36 36 37 36 39 42 43 46 34
Durbschnitt 38,0 37,5 39,5 40,5 38,0 37,0 42,0 43,5 41,5 39
SD 3,27 3,70 2,52 7,42 1,63 3,16 2,16 1,00 5,45 34

Fir die zehn QK Proben ist der
Durchschnittswert des Mittelwerts
(X,,,) (38,0 +37,5+...+39,0)/1839,7
und die durchschnittliche
Standardabweichung (SD, S, ,.)
(3,27 + 3,70+...+34)/10=3,40

DidWVerte fiir Koeffzienten Az,n
und A3’n (@ Bb.7.) fir n=4sind

jeweils 1,085 und 1,628. DidVar-
nungsgrenze (zwei Standardabwei-
chungen vom Durchschnittswert)
konnen wie folgt errechnet werden:
Kt A, XSy, =39,7+3,7 oder
36,0 und 43,316 pro ml
Ahnlickdnnen die Aktions-
grenzen (3 Standardabweichungen

vom Durchschnittswert) wie folgt
errechnet werden:

ggr + A3,n X Sbar =
39,7£(1,628x%3,40)=39,7+5,5 oder 34,2
und 45,2x16 pro ml

So w erden allein d urch die zufillig e V ariabilitdt
jeweils b ei 5% und 0,2% der zuk {nftigen Proben
die Warngrenzen und Akzep tanzlimits b estimmt.
Diese G renzen s tammen a us d er X 2 -Distibution
und die Faktoren San werden in der B Tab. 7.1dar-
gestellt. Ein Beispiel wird im » Kasten 7.4 gezeigt.
Ergebnisse, die un terhalb der U ntergrenze der S -
Karte liegen, weisen auf uner wartete kleine Varia-
tionen hin, die a uf eine genuine Verbesserung der
Ubereinstimmung der Techniker oder Absprachen
unter den Technikern hindeuten.

aphGche Darstellung der S-Karte
Sukzessive Werte fiir die Standardabweichung wer-
den auf der Kontrollkarte eingetragen und mit der
Variabilitdt des Labors fiir das untersuchte Verfah-
ren verglichen. Siehe Beispiel @ Abb. 7.2.

S-Karten ink lusive der en tsprechenden W ar-
nungsgrenzen und Akzep tanzlimits k onnen auch
fir die B estimmung der S permienmorphologie

Kasten 7.3 Alternative Methoden
zur Berechnung der Grenzwerte
der X-Karte aus den kombinierten
Standardabweichungen

Die Standardabweichung als Darstellung der
Variabilitat zwischen den Technikern kann durch
das Produkt von S, x ¢, (= 1,085 fiir 4 Roben

[@ Bb.7.1]=3,69 errechnet werden. Diese liegt

nah beim errechneten Wert 3,84 der kombinierten
Standardabweichung s = V([s2 +s2 + ... 5, 21/10)Auf
diese Weise kann die Warngrenze und das Akzep-
tanzlimit der 2- bzw. 3-fachen Standardabweichung
(s//n) beiderseits des Zielwerts berechnet werden.
In unserem Beispiel sind die Warngrenzen 35,8 und
43,5 x 16/ml und die Akzeptanzlimits jeweils 33,9
und 45,5 x 16/ml, die nah bei den Werten aus S
A, und A, liegen.

bar’

und -vi talitit er stellt w erden, mi t dem einzig en
Unterschied, dass P rozentzahlen st att a bsoluter
Zahlen eingesetzt werden.
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7.8 - QK mit relativen Werten (Prozentangaben)
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B Abb.7.1 Beispiele fiir eine X-Karte zur Bestimmung der Spermienkonzentration. Die Mittelwerte der sukzessiven
Messungen sind in der Graphik aufgetragen und zeigen die bisher gemessenen Zielwerte (Zentrallinie der X-Karte), die
Warnungsgrenze und die Akzeptanzlimits
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B Abb.7.2 S-Karte fiir die Bestimmung der Spermienkonzentration. Die Standardabweichungen fiir sukzessive Mes-
sungen sind in der Graphik dargestellt und zeigen die Zielwerte (Zentrallinie der S-Karte), die Warnungsgrenze und die
Akzeptanzlimits

7.8 Qlfnit relativen Werten dardfehler der b estimmten P rozentraten von den

(Prozentangaben) wahren, aber unbekannten Prozentraten sowie von
der Anzahl der gezéhlten Spermien (N) ab. Die
Werden S permienparameter in zw ei o der mehre-  haufige A pproximation des S tandardfehlers einer
re Kategorien ein geteilt (z.B. normale oder nicht-  Proportion p ist V(p(100-p)/N) fiir Werte zwischen
normale K opfformen, p rogressive o der nic htpro- 20 und 80%. Unterhalb von 20% und oberhalb von
gressive Motilitdt, vital oder tot), hdangt der Stan-  80% miissen die Werte mittels der Winkeltransfor-
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Kasten 7.4 Bestimmung der Warn- und
Grenzwerte einer S-Karte

Die Werte aus dem Kasten 7.2 wurden eingesetzt,
die durchschnittliche Standardabweichung S, _ ist
3,40 X 16 pro ml.
DieWerte fiir s, flirn=4 kénnen in der
B Bb.7.1 gefunden werden:
Ureres Akzeptanzlimit S
3,40%0,098 = 0,33x16 pro ml
Untere Warnungsgrenze Sy, X S, ;5 ,=
3,40x0,291 = 0,99x 10 pro ml
Obere Warnungsgrenze S X s, )¢ ,=
3,40%1,916 = 6,51x Poro ml
Oberes Akzeptanzlimit S
3,40%2,527 = 8,9%x1¢° pro ml

bar X 50.999,4 =

bar < 50,0014~

mation (Quadratwurzel des Arcussinus) korrigiert
werden: z = sin’! \/(p/100). Hierfir berechnet sich
die Standardabweichung als V(2VN). Die Standard-
abweichung ist von der Anzahl gezihlter Spermien
und nic ht von der t atsidchlichen P rozentzahl a b-
héngig (siehe Kuster et al. 2005).

Wiahrend die S tandardabweichung der indi-
viduellen B estimmungen nah b ei dies en W erten
liegen s ollte, iib erschreitet die d urchschnittliche
Standardabweichung (S, ) wegen der zusitzlichen
Variabilitat zwischen den Technikern 2,5%. In die-
sem Fall muss es Z iel s ein, die d urchschnittliche
Standardabweichung zu reduzieren.

7.9 Handhabungind Kontrolle der

X- und S-Karten

Die Techniker und der Laborleiter sollen die Kont-
rollkarten gemeinsam regelméflig revidieren. Sind
die Testwerte nicht akzeptabel, soll eine systemati-
sche Revision des gesamten Verfahrens stattfinden
und die m 6glichen Variabilititsquellen a ufgelistet
werden.

7.9.1 & kann man fehlerhafte
Verfahren erkennen?

Es gibt Grundlagen fiir die Uberwachung der Qua-
litatskontrolle von Verfahren. Die Q K-Karten sol-

len gemif dieser Richtlinien analysiert und wenn
notwendig geeignete Mafinahmen initiiert werden.
Es gibt unterschiedliche Regeln, die eine Qualitats-
kontrolle mit dem Resul tat »nicht bestanden« en-
den lassen:

Kiimtrollwert liegt auf8erhalb des 3-SD-
Akzeptanzlimits. Diese ist die einfachste Regel
und ist universell einsetzbar. Dieses Resultat
weist auf eine plotzlich auftretende Abwei-
chung in der Prozedur hin.

wei Xon drei sukzessiven Punkten liegen
auflerhalb der Kontrollgrenzen.

ier Won fiinf sukzessiven Punkten liegen
auflerhalb der Kontrollgrenzen.

wei Zukzessive Punkte liegen oberhalb der
oberen oder unterhalb der unteren Warnungs-
grenze.

Bianrzwei sukzessiven Punkten liegt ober-
halb der oberen Warnungsgrenze und der an-
dere unterhalb der unteren Warnungsgrenze.

cht Aukzessive Punkte liegen auf derselben
Seite der Zentrallinie. Diese Regel ist attrak-
tiv, weil sie einfach anzuwenden ist und hohe
Sensibilitit fiir graduelle Abweichungen oder
Tendenzen aufweist, die mit den ersten Regeln
iibersehen werden konnten.

In der P raxis w erden in sbesondere die er ste und
letzte Reg el ein gesetzt. Wenn eine Q K-Probe als
»nicht bestanden« bewertet wurde, soll die un ter-
schiedliche Sensitivitit fiir verschiedene Fehlerar-
ten (systematische oder zuféllige) die Untersuchung
der Ursachen fiir Fehler bestimmen (» Kasten 7.5 ).
Jedes L abor muss die QK-Ergebnisse regelmiflig
revidieren.

7.9.2 Ursacheifiiir »nichtbestandene«
Verfahrenswerte

Signale der Q K-Befunde sollten er nst genommen
und alle V erfahrensfehler iden tifiziert werden.
Mégliche Fehlerquellen sind:
imagliégDurchmischung der Probe (beson-
ders bei agglutinierten und viskdsen Proben);
tresSdes Operateurs (z.B. erratische Proben-
entnahme oder -aufnahme);
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Kasten 7.5 Regeln zur Anwendung der
Kontrollkarten

Regel Fehlerarten
Ein Ergebnis liegt auBerhalb der zufallig
Kontrollgrenzen

Zwei von 3 Punkten liegen auBer- sytematisch
halb den Aktionsgrenzen

Vier von flnf Punkten liegen auBer- sytematisch
halb den Warnungsgrenzen

Zwei konsekutive Punkte liegen sytematisch
beide oberhalb/unterhalb der

oberen/unteren Grenze

Eins von zwei konsekutiven Punk- zufllig

ten liegt oberhalb und der andere

unterhalb der oberen/unteren

Grenze

Acht sukzessive Punkte liegen sytematisch

alle oberhalb oder unterhalb des
Durchschnittes

ngelade Technik (z.B. nachlidssige Pipet-
tierung oder Bedienung des Objekttrigers
oder Zahlkammer) (» Abschn.7.13 );
inadliegAusbildung (z.B. systematische
Fehler bei Spermienzihlung, bei der Identi-
fizierung von normal geformten Spermien,
Bestimmung der Vitalitit mit dem Eosin-
Test oder Nachweis von aufgewickelten
Schwinzen, systematische Kalkulationsfehler
(» Abschn.7.13 );
ariabilitat der Instrumente (z.B. unkalibrierte
Pipetten, die die Reproduzierbarkeit wahrend
der Stichprobenentnahme und Verdiinnung
beeintrachtigen konnen; falsche Ausrichtung
des Mikroskops, was die optische Beurteilung
einschrinken kann und die Bewertung der
Vitalitat und Morphologie beeintréachtigen
kann, inakkurate Waagen oder Messzylinder)
(» Abschn. 14.8 );
ersclechterung der gelagerten QK Proben;
ech¥él der Laborausriistung (insbesondere
Pipetten und Zahlkammern);
ech¥él der Laborverfahren oder der Labor-
umgebung.

7.9.3 Reaktiomach Erhalt
unbestandener QK-Probenwerte

Liegen die Er gebnisse a ulerhalb der K ontrollli-
mits, m issen mog liche Ursachen a ufgespiirt und
entsprechende k orrektive M afinahmen ein geleitet
werden. Wenn das Problem nicht offensichtlich ist,
wird die Messung der QK-Probe wiederholt, um zu
tiberpriifen, ob das er ste Ergebnis eine A usnahme
war. Wenn das Er gebnis iden tisch a usfillt, m uss
die Ursache gesucht und k orrigiert werden, bevor
weitere Anal ysen d urchgefithrt w erden k 6nnen.
Folgendes Verfahren wird angewendet:
Ablaufdiagramm des Verfahrens wird
erstellt, das alle Schritte detailliert beschreibt.
SOPs und B Tab. 7.5bis 7.5konnen hierbei hel-
fen und miissen hierzu Verwendung finden.
us ddesem Diagramm werden fiir alle Punkte
potentielle Fehler- und Variabilitatsquellen
identifiziert, um maogliche Ursachen zu entde-
cken und einen Plan zur Reduktion der Varia-
bilitdt zu entwickeln.
mrfilung weiterer Daten, Erstellen neuer
Kontrollkarten und Uberpriifung, ob die
Grenzwerte der Variabilitét fiir dieses Verfah-
ren akzeptabel sind. Dieses Verfahren mit der
Identifikation des Problems, Entwicklung einer
Hypothese und Re-Evaluation des Prozesses
wird als Shewart-Zyklus oder auch als PDCA
bezeichnet (plan, do, check, act).

7.10 Sttistische Verfahren zur
Analyse der Variabilitat
zwischen Technikern

Auf frischen Samenproben basierende QK-Verfah-
ren sind dhnlich wie solche mit gelagerten Proben
und erlauben die Bestimmung der Variabilitit indi-
vidueller Techniker oder zwischen mehreren Tech-
nikern. Da jedoch der Zielwert unbekannt ist, kann
keine X-Karte verwendet werden und daher ka nn
ein systematischer Fehler (Bias) eines Technikers
nicht erka nnt w erden. F iir dies e P arameter sind
primér S-Karten als Q K-Instrumente zu v erwen-
den, mit denen die Bestimmung der Variabilitdt
zwischen Technikern ermdglicht wird. Eine Two-
Way-Varianzanalyse (ANOVA) wird durchgefiihrt,
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B Abb.7.3 Ein Bland-Altman-Diagramm einer manuellen und mittels CASA-durchgefiihrten Bestimmung der progressi-
ven Spermienmotilitat (relative Werte (%). Die Grafik stellt die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der zwei Methoden
(manuell-CASA) gegen den Mittelwert ([manuell + CASA]/2) dar (Daten stammen von HWG Baker)

um s ystematisch d ie D ifferenzen zwis chen zw ei
oder mehreren Technikern nach 5 oder 10 Proben
zu analysieren.

7.10.1W¥rgleich von Resultaten
zwischen zwei oder mehreren
Technikern

Die Ergebnisse von zwei oder mehrere Technikern
konnen mi t v erschiedenen M ethoden v erglichen
werden.
Graphische Darstellung der Differenzen zwi-
schen zwei Bestimmungen gegen den Mit-
telwert (Bland u. Altman 1986): Der Vergleich
zweier Bestimmungen der Spermienmotilitat
von zwei Technikern sollte eine Grafik wie
in @ Abb. 7.3ergeben, in der die Werte eines
Technikers und eines Computers verglichen
werden.
Berechnung des Mittelwerts und der Stan-
dardabweichung der Unterschiede (gekop-
pelter Vergleich): Da die gleiche Probe von

zwei unterschiedlichen Technikern analysiert
wird, ist die Differenz der Mittelwerte bei ex-
akter Ubereinstimmung null. Jede signifikante
Abweichung von null, nachgewiesen durch
einen gepaarten T-Test weist auf einen Bias
(systematischer Fehler) hin.

Graphische Darstellung der Ergebnisse
untereinander (Youden-Diagramm): Die
graphische Darstellung der Konzentrations-
bestimmungen von zwei Proben von mehreren
Technikern ist in @ Abb. 7.4 zu sehen. Die Er-
gebnisse jedes Technikers (fiir IQK) oder jedes
Zentrums (fiir EQK) werden auf diese Weise
vergleichend dargestellt. Die gepunkteten waa-
gerechten und senkrechten Linien stellen das
95%-Konfidenzintervall der Ergebnisse von
erfahrenen Technikern (IQK) oder Referenz-
laboren (EQK) dar. Das Areal zwischen den
Schnittpunkten dieser Linien ist das Fenster, in
dem die Werte liegen sollten. Diese graphische
Darstellung zeigt zufillige Fehler, wenn der
eine Wert fiir eine Probe im korrekten Bereich,
aber der andere im falschen Bereich liegt (be-
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@O Abb.7.4 duden-Diagramm einer Spermienkonzentrationsbestimmung. Die Resultate von zwei Proben (A und B) wur-

den von unterschiedlichen Technikern erhoben und graphisch gegeneinander dargestellt. Die Ergebnisse jedes Technikers
(oder Labors in EQK) kdnnen mit unterschiedlichen Symbolen und Farben gekennzeichnet werden. Punkte im Sektor 2 wei-
sen auf einen systematischen Fehler hin, wahrend Werte in den Sektoren 1 und 3 auf einen zufélligen fehler schlieBen lassen

zeichnet 1) und systematische Fehler, wenn
beide Bestimmungen zu hoch (oben rechts,
bezeichnet 2) oder zu niedrig (unten links,
bezeichnet 2) ausfallen. Zuféllige Fehler fithren
in der Regel dazu, dass eine Bestimmung zu
hoch und eine zu niedrig liegt (bezeichnet 3).
Zweifaktorielle Varianzanalyse: Dieser sta-
tistische Test wird in mehreren Lehrbiichern
beschrieben (z.B. Armitage et al. 2002) und
findet sich in den gingigen Computerstatistik-
programmen zusammen mit den Tests zur
Beurteilung eines statistisch-signifikanten
Unterschieds zwischen Technikern. So wie bei
dem oben beschriebenen gekoppelten Ver-
gleich sind die Differenzen zwischen Techni-
kern idealerweise null. Die Abweichung vom
Mittelwert wird fiir jede Probe und fiir jeden
Techniker berechnet und Mittelwert und Stan-
dardabweichung werden fiir jeden Techniker
bestimmt. Ein Bias wird nachgewiesen, wenn
der Unterschied grofSer als 3 Standardabwei-
chungen vom Mittelwert der Differenz wird.

Ein f ormaler st atistischer T est f tir die Differenz
zwischen Technikern beruht auf dem F -Test, wel-
cher sich aus der zw eifaktoriellen Varianzanalyse
ableitet, der in den meist en S tatistikprogrammen
zu finden ist. Differenzen, die im M ittel 2,5 Stan-
dardabweichungen tib erschreiten, k onnen fiir ge-
wohnlich nicht zuféllig en tstehen (<1,2%). Um zu
beurteilen, ob die Differenzen zwischen Techni-
kern signifikant sind o der nicht, ist es no twendig,
die Mittelwerte und gemittelten Standardabwei-
chungen jedes T echnikers zu k ontrollieren, damit
verifiziert werden kann, welcher Techniker hohere
Fehlerwerte generiert. Nicht alle statistischen Soft-
wareprogramme bieten ein Instrument zur B e-
urteilung der Variabilitdt zwischen Technikern an,
die dann gesondert berechnet werden sollte. Subs-
tantielle Differenzen zwischen Technikern sollten
zur baldigen Revision aller Verfahren fithren, um
zu identifizieren, wie die Kohédrenz verbessert wer-
den kann.
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Das praktische B eispiel in » Kasten 7.6 zeigt,
wie der Standardfehler der Differenzen in der Kon-
zentrationsbestimmung zwis chen T echnikern b e-
rechnet w erden ka nn, um zu en tscheiden, ob es
Differenzen gibt, die grofler als die er wartete zu-
fallige Variabilitdt sind. Wenn man direkt mit den
erhaltenen Daten arbeitet, sollte man darauf achten
eine a usreichende Z ahl v on N achkommastellen
einzuhalten, s o dass A uf/Abrundungsfehler v er-
mieden werden.

7.10.Erstellemonatlicher
Mittelwerte

Wihrend die priméren IQK-Prozeduren auf Unter-
schiede zwischen und innerhalb der T echniker fo-
kussiert s ind, k 6nnen 1 angfristige Trendsin d er
Spermiendiagnostik durch zus dtzliche Analysen
detektiert w erden. D er M ittelwert jeder V ariab-
le aller un tersuchten P atientenproben ka nn b er
eine bestimmte Zeit (z.B. monatlich) graphisch auf
einer X-K arte mi t en tsprechenden W arngrenzen
und Akzeptanzlimits dargestellt werden. Der Stan-
dardfehler kann aus der Standardabweichung aller
durchgefiihrten Analysen (geteilt durch die Quad-
ratwurzel der Anzahl der Anal ysen innerhalb des
Intervalls) oder direkt durch die Verteilungsanaly-
se der Mittelwerte errechnet werden. Die Kontroll-
grenzen miissen auf einer mindestens 6-monatigen
Analysezeit basieren und missen regelmiflig revi-
diert werden. Fiir die Ermittlung des Mittelwerts
werden mindestens 20 Resultate herangezogen. Ein
kleines L abor m uss hier fiir D aten iib er mehr als
einen Monat sammeln.

Die M ethode ka nn v erfeinert w erden, indem
die monatlichen Mittelwerte der Patienten mit Nor-
malwerten zusammen mit der kamulativen Summe
(CUSUM) zum prompten Nachweis systematischer
Abweichungen verwendet werden (Barnett 1979).

Abweichungen v on den er warteten W erten
konnen a uf un terschiedliche Eig enschaften der
analysierten P atienten (z.B. zei tabhéngige Verdn-
derungen des Patientenkollektivs, unterschiedliche
Zahl v on w iederholten T ests b ei j edem P atien-
ten, Wechsel in den Ref erenzwerten ftir M dnner
mit un terschiedlichen I nfertilitaitsursachen) o der
technische F aktoren (W echsel des T echnikers,

des Labormaterials, jahreszeitliche Temperatur-
schwankungen etc.) bedingt sein.

7.11 Eterne Qualitatskontrolle und
Qualitatssicherung

Die externe Qualititskontrolle (EQK) ist ein in te-
graler B estandteil d er Q ualitétskontrolle ( Cekan
etal. 1995) von L aborverfahren, die eine ext erne
Qualitétssicherung (EQV) d urch d ie E valuierung
und D okumentation aller D aten ga rantiert. EQK
erlaubt es einem Labor, seine Ergebnisse mit denen
anderer L abore zuv ergleichen. S ie er moglicht
einen Vergleich der M ethoden auf einem hé heren
Niveau als dies in einem individuellen Labor mog-
lich ist. EQ K und I QK sind k omplementére P ro-
zesse. EQK kann Genauigkeitsprobleme aufdecken,
welche durch IQK nicht nachzuweisen sind, gerade
wenn die K ontrollproben nicht addquat geblindet
oder ausgewidhlt wurden. Jedes Labor kann durch
die EQK die Genauigkeit und Stabilitdt seiner Me-
thoden do kumentieren (Plaut u. Westgard 200 2).
EQK-Proben sind externe Proben und erhalten
damit einen Sonderstatus. Um diesem Status ent-
gegen zu wirk en, sollten EQK-Proben so weit wie
moglich wie Routineproben behandelt werden.
EQK funktioniert durch den Vergleich und die
Leistungsiiberpriifung vieler L abors, indem eine
identische Probe allen beteiligten Laboren zur Ana-
lyse zugeschickt wird (Cembrowski u. Carey 1989).
Die Labore reichen ihre Ergebnisse dem Referenz-
labor ein, wo die Mittelwerte, Standardabweichun-
gen und a bweichende Er gebnisse a nalysiert w er-
den, um die Leistung der Teilnehmer zu beurteilen.
Eine L iste der na tionalen EQ K-Programme f iir
Spermienanalyse findet sich in » Kap. 15.

Batimmung der EQK-Ergebnisse

EQK-Programme liefern den Laboren Informatio-
nen iiber ihre und die von anderen beteiligten La-
boren erhaltenen Er gebnisse. Es s ollte sp ezifiziert
werden, ob die zu er reichenden Z ielwerte mi ttels
genauer Messungen, aus multiplen S permienkon-
zentrationsbestimmungen d urch H dmozytometer
oder a us CASA -gefiihrten S permienmotilitétsbe-
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Kasten 7.6 Nachweis systematischer Differenzen zwischen Technikern

Die untere Tabelle zeigt die Spermienkonzentrationen von 5 Proben, die von 3 Technikern bestimmt wurden (16 /ml).

Probe 1
&chniker A 108
&chniker B 103
&chniker C 104
Duchschnitt 105

2 B
45 100
47 102
46 8
46 97

4 5
50 92
50 96
41 88
47 92

DieDifferenzen vom Probenmittelwert (du) werden durch Subtraktion der individuell gemessenen Werte minus dem

Mittelwert berechnet.

Probe 1,0
@chniker A 3,0
&chniker B -2,0
&chniker C 1,0

2,0 3,0
-1,0 3,0
1,0 5,0
0,0 -8,0

4,0 5,0
3,0 0,0
3,0 4,0
-6,0 -4,0

DéMittelwert m; = 2 qj/n und die Standardabweichung 5= vz, qu/(n - 1) werden fiir jeden Techniker berechnet. N ist
die Zahl der Samenproben, Durchschnittswert m;

Durchschnittswert (mj)

@chniker A 1,600
&chniker B 2,200
&chniker C -3,800

UFTechniker C ist die durchschnitt-
liche Differenz vom Proben-Mittel-
wert -3,8 X 10 pro ml, oder 5,7 (-3,8
- (1,6 + 2,2)/2)x fpro ml weniger
als die der zwei anderen Techniker.
Um zu verifizieren, ob diese Ab-
weichung kompatibel mit zufalliger
Variabilitat ist, wird die Fehler-Qua-
dratwurzel aus den Standardabwei-
chungen der Differenzen zwischen
Technikern eingesetzt: 6 = /3, SJ.Z/

Quelle Summe der Qua-
drate
QKProben 9801,60
&chniker 109,20
Ehler 90,80
Gesamt 10007,60

SD (s

1,949
2,75

3,347

(t-1)), wdbei) t die Zahl der Techni-
ker ist. In diesem Beispiel ergibt sich
3,369 x 16 pro ml. Der Standard-
fehler der durchschnittlichen Dif-
ferenz jedes Technikers ergibt sich
durch se(m;)=0 V((1-1/t)/n), oder
1,230 x 10pro ml. Der absolute Wert
fur die durchschnittliche Differenz
des Technikers C (3,8 X 16 pro ml)
ist groBer als 3 Standardfehler

und signifikant abweichend vom

Freiheitsgrade

Quadrats
4,00 251,90
2,00 54,60
8,00 11,35
14,00

Durchschnitt des

Durchschnittswert/Stan-
dardfehler (mj/se[mj])

1,836
173

-2,539

erwarteten »null« Wert (wenn es
keine systematischen Differenzen
zwischen Technikern gibt).

Eirformaler statistischer Test
zum Nachweis von Differenzen
zwischen Technikern ist der F-Test,
basierend auf der zweifaktoriellen
Varianzanalyse der QK-Proben. Die
Tabelle fiir die Varianzanalyse ist
unten dargestellt.

F-Quotient p-Wert
216,03 <0,01
4,81 0,042
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Kasten 7.6 (Fortsetzung)

Dienittlere Quadratwurzel der
Fehler ist /11,35 3,3® x 16 pro ml,
identisch mit dem oben berech-
neten Wert. Wie erwartet, sind die
Differenzen zwischen den QK-Pro-

ben sehr groB (P< 0,001), veil die
QK-Proben aus unterschiedlichen
Samenproben generiert wurden.
Der F-Test f fur die Differenzen

zwischen Technikern (F=4,81mit

2 und 8 Freiheitsgraden P=0,042)
ist signifikant (p<0,05) und weist
darauf hin, dass es groBere Differen-
zen gibt als die, die aus zufélliger
Variabilitat entstehen kénnen.

Kasten 7.7 Haupteigenschaften der IQK-Verfahren

Verfahren Nachgewiesene Fehler QK-Material Anzahl der Techniker
X, -farte Biasgesamte Variabilitdt, Genauigkeit gelaget eineln/mehrere
S-Kirte Bias/Genauigkeit gelaget/frisch mehere
Wo-way ANOVA Bias/Genauigkeit gelaget/frisch mehere
Bland-Altman Bias/Genauigkeit gelaget/frisch wei
Gekoppelér Test Bias/Genauigkeit gelaget/frisch wei
¥uden-Darstellung Bias/Genauigkeit gelaget/frisch mehere

stimmungen bestimmt wurden und ob diese Werte
aus einer Gruppe von tberpriiften Referenzlaboren
oder v on a b/aufgerundeten Dur chschnittswerten
aller beteiligten Zentren stammen.

Die Er gebnisse w erden gra phisch da rgestellt,
z.B. als Balkendiagramm. Wenn dieselben QK-
Proben mehrmals benutzt wurden, sollte der B ias
und die Variabilitét jedes L abors fiir diese Proben
angegeben werden.

Werden zwei Proben fiir die Analyse eingesetzt,
konnen die Er gebnisse mittels eines Y ouden-Dia-
gramms dargestellt werden (B Abb. 7.4). Die A b-
weichung der L abore un tereinander wir d d urch
die Streuung und Verteilung der Werte illustriert.
Zusatzinformationen (z.B. Zéhlkammertyp, Farbe-
technik, Bestimmungskriterien) konnen mit unter-
schiedlichen F arben o der S ymbolen v eranschau-
licht werden.

Wenn mehr als zw ei P roben v erteilt wur den,
konnen unterschiedliche Aspekte des Bias (Abwei-
chung vom angestrebten Z ielwert) b erichtet wer-
den, z.B.:

Bias-Index-Score (BIS): Bias dividiert durch

eine gewdhlten Variationskoefhizienten x 100.

Dieser Wert kann positiv oder negativ aus-
fallen.
Variabilitats-Index-Score (VIS): dhnlich wie
BIS, aber immer positiv

itteMverte der BIS- oder VIS-Werte (MRBIS,
MRVIS), welche Trends detektieren konnen.

Ein niedriges MRBIS und MR VIS zeigen, dass die
Ergebnisse nah bei den Zielwerten liegen, ein nied-
riges MRBIS und ho hes MRVIS konnen fiir einen
zufilligen Fehler sprechen, hohes MRBIS und ho-
hes MRVIS sprechen fiir einen systematischen Feh-
ler. Er gebnisse und D okumentationsmaterial der
EQK konnen auch fiir Laborkontrollen und Zerti-
fizierungsprozesse verwendet werden.

Eine einfac he M ethode, die L eistungen eines
Labors zu v erifizieren, ist die gra phische D arstel-
lung der Ergebnisse jedes Laborparameters (auf der
Y-Achse) gegen die Z ielwerte (auf der X-A chse).
Dies beweist, ob und wie weit das Labor vom Opti-
mum abweicht. Alternativ konnen die Differenzen
von den Z ielwerten als Bland-Altman-Diagramm
gezeigt werden (8 Abb. 7.3).
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Kasten 7.8 Ablaufplan fiir QK

Jedes Mal
VBchentlich/monatlich
Mnatlich/vierteljahrlich
Verteljahrlich/halbjéhrlich €ilnahme an EQK

Halbjahrlich/jahrlich

Kasten 7.9 Zusammenfassung der QK-Verfahren

Parameter Material Zielwert

Konzentration frischeQK-Probe kein

gelagete QK-Probe ja

EQK ja
Morphologie frischeQK-Probe kein
gelagete QK-Probe ja
EQK ja
Motilitat frischeQK-Probe kein
gelagete QK-Probe ja
EQK ja
Vitalitat frischeQK-Probe kein

gelagete QK-Probe ja

EQK ja

7.11.ReaktionsmafBnahmeibei nicht
bestandener Bewertung

EQK P rogramme inf ormieren die L abore iib er
einen moglichen Bias und b ewerten die G enauig-
keit der L aborverfahren. Z iel jedes L abors ist es,
die Genauigkeit beizubehalten oder zu verbessern
(Plaut u . Westgard 200 2). L abore, die da uerhaft
Werte Giber oder unter dem Normbereich erhalten,
missen ihre Verfahren neu b ewerten und v erbes-
sern.

Eine hohe Variabilitit der EQ K-Ergebnisse ist
héufig mi t einer ho hen Variabilitat der I QK-Er-
gebnisse v erbunden und w eist a uf ink onsistente

181

Uberwachung und Korrelation der Ergebnisse jeder Probe
Analye wiederholter Messungen verschiedener Techniker

Analye der Durchschnittswerte

Kalibration von Pipetten, Zéhlkammer, andere Gerate

Genauigkeit, Prazision Prioritat
Bias (1>2>3)
S-Krte, 2-way ANOVA 1
X, -farte SKarte 3
X, -karte SKarte 2
S-Krte, 2-way ANOVA 1
X, -Karte SKarte 3
X, -Karte SKarte 2
S-lrte, 2-way ANOVA 1
X, farte SKarte 3
X, -Karte SKarte 2
S-lirte, 2-way ANOVA 1
X, -farte SKarte 3
Xoar S-lrte 2

Verfahren hin. Die t echnischen Verfahren missen
dann gemifl den Empfehlungen dieses Manuals re-
vidiert werden.

Geeignete Mafinahme sind diejenigen, die in
IQK b eschrieben wur den ( » Abschn. 7.9.3 )z.B.
Wiederholung der A usbildung und des T ests. Die
@ Tab. 7.2bis 7.5 stellen mogliche Variabilitdtsquel-
len in der Spermienanalyse und entsprechende L6-
sungen vor.

Ein Technikeraustausch zwischen unterschied-
lichen Laboren mit guter EQK und w echselseitige
Ausbildung sind ebenfalls vorteilhaft. Ein Besucher
des Labors mit guter EQ K kann o ft s chnell fest-
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B Tab.7.2 Mogliche Variabilitatsquellen (Fehlerquellen) bei der Bestimmung der Spermienkonzentration und ge-

eignete Losungsansatze

Verfahren

Inkomplette Mischung der Samenproben vor Verdiin-
nung

Verdiinnungsfehler (z.B. bei einer Verdiinnung 1:20 %20
statt 1 + 9 einstellen)

Unkalibrierte Pipetten (z.B. auf 100 pl eingestellt, liefert
aber 95 oder 110 pl)

Ungeeignete Pipette (z.B. Air-Displacement-) statt Positi-
ve-Displacement-Pipette

Niedriges Verdliinnungsvolumen, das zu einer nichtrepra-
sentativen Stichprobe fiihren kdnnte

Samenreste auf Pipettenspitze nicht abgewischt, bevor
man die Probe in das Verdiinnungsmittel ablegt

Nicht saubere oder nicht abgetrocknete Zdhlkammer

Nicht korrekt assemblierte/gefiillte Zéhlkammer (z.B.
Schmutzpartikel auf den Zdhlkammersaulen konnen die
Hohe d@ndern)

Verzégerung zwischen Durchmischung und Entnahme
des Aliquots fur die Verdiinnung (Spermien sedimentie-
ren rasch)

Verzégerung zwischen Vortexen und Fullung der Z&hl-
kammer (siehe oben)

Nicht adédquat gesdubertes/justiertes Mikroskop, falsche
VergréBerung

Zu wenig Zeit zwischen Zahlkammerfiillung und Analyse
(unzureichende Sedimentation)

Zahlkammer nicht waagerecht oder nicht in eine feuchte
Umgebung wéhrend der Spermiensedimentation gelegt

hkorrekte Spermienidentifikation (Debris mitgerechnet,
deformiere Spermien nicht erkannt)

Zu viele oder zu wenige Reihen oder Quadratzahlen
(d.h. inkorrektes Rechnen), Zahlen in der Mitte der Reihe
unterbrochen

Zu wenige Spermien gezdhlt (hoher Stichprobenfehler)

Nichtkonsistente Bewertung der Spermien in den Qua-
draten (die Spermien Uberschétzt, die in dem oberen/
unteren/linken/rechten Teil liegen)

§hlecht funktionierende Laborcounter

Mathematische Fehler beim Berechnen oder beim Ab-
runden der Verdiinnung

Fillung unter Kapillarwirkung (ungleiche Verteilung der
Spermien bei Fiillung)

Pravention

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP, Wartung

des Materials

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Ausbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP, Wartung

des Materials

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Ausbildung, SOP
Aisbildung, SOP

Virtung des Materials

Aisbildung, SOP

Aisbildung, SOP

Kontrolle

¥rdiinnung wieder-
holen

Bestimmungwiederho-
len, IQK, EQK

Bestimmungwiederho-
len, IQK, EQK

Bestimmungwiederho-
len, 1QK, EQK

Bestimmungwiederho-
len, IQK, EQK

1QK

Bestimmung wieder-
holen

Bestimmungwieder-
holen

¥rdiinnung und Be-
stimmung wiederholen

¥rdiinnung und Be-
stimmung wiederholen

IQKEQK

Bestimmungviederho-
len, 1QK, EQK

Bestimmungwiederho-

len, IQK, EQK

IQKEQK

IQKEQK

IQK, EQK
IQKEQK

IQKEQK
IQKEQK

IQKEQK
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B Tab.7.3 Mogliche Variabilitats- (Fehler-)quellen bei der Bestimmung der Spermienmorphologie und geeignete

Lésungsansatze
Verfahren Pravention Kontrolle
hadaquat gesaubertes/justiertes Mikroskop Aisbildung, SOP, Wartung IQKEQK
des Gerates
mhadaquate Ausbildung vor Durchfiihrung der Analyse Aisbildung IQKEQK
Subjektie Technik ohne feste Richtlinien Aisbildung, SOP IQKEQK
ghleichende Einflusse von Kollegen auf die Klassifikations- Aisbildung 1QK
systeme (kdnnen Veranderungen wahrend der Analyse
verursachen)
madaquate Mischung der Probe vor Abstrich Aisbildung, SOP 1QK
Schlechter Abstrich (zu dick oder zu diinn) Ausbildung, SOP 1QK
Schlechte Férbung (z.B. zu hell oder dunkel oder zu viel Asbildung, SOP 1QK
Hintergrundfarbe)
AnDbjekttrager liegende Spermien mitgezahlt Aisbildung, SOP 1QK
Nicht alle Spermien eines Areals, sondern nur einige bewertet Ausbildung, SOP 1QK
Ncht alle oder Uberlappende Spermien bewertet Aisbildung, SOP 1QK
Verblassen der Farbung tiber die Zeit (fiir gelagerte QK-Pro- Aisbildung, SOP IQKKontroll-
ben) karten)
Fehler beim Rechnen der Prozentraten, wenn nicht Multiple Aisbildung, SOP IQKEQK
von 100 gezahlt waeden
§hlecht funktionierende Laborcounter Vlrtung des Materials IQKEQK

stellen, welche Methodenschritte gedndert werden
sollten, um die Reproduzierbarkeit zu verbessern.

fequenz und Prioritat der
Qualitatskontrolle

QK-Proben miissen r outinemifig a nalysiert wer-
den. Die Frequenz der Tests kann nationalen oder
lokalen Em pfehlungen a ngepasst w erden o der
durch G enehmigungsrichtlinien o der Ak kreditie-
rungszentren festgelegt werden. Einige empfehlen,
jeden Tag an dem Spermienkonzentrationen von
Patienten b estimmt w erden, auch Q K-Proben zu
analysieren. Generell sollte der Umfang von Kon-
trollproben fir die IQK 1-5% der Laborleistungen
ausmachen.

QK-Proben m iissen in sbesondere in den f ol-
genden Fillen eingesetzt werden:

namangestellte Techniker einzuarbeiten
und
enmweue Gerite, neues Material, neue Pro-
zeduren oder neue QK-Proben eingesetzt
werden.

IBr » Kasten 7.8 enthdlt ein generelles Schema fiir
die zeitliche Planung der QK, die von der Arbeits-
intensitat des L abors bestimmt wird. » Kasten 7.9
sortiert die Q K-Verfahren nach Wichtigkeit Man-
che Labore konnen aus finanziellen Griinden nicht
alle Prozeduren durchfiithren.

7.18sbildung

Wenn T echniker ein gearbeitet o der um geschult
werden oder wenn neue oder modifizierte Verfah-
ren eingesetzt werden, kann ein dhnlicher Prozess
wie bei der QK eingesetzt werden. Eine addquate
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D Tab.7.4 Variabilitats-(Fehler-)Quellen bei der Bestimmung der Spermienmotilitdt und mégliche Lésungsansatze

Verfahren

Inadaquate Mischung der Proben vor Stich-
probenentnahme

Zu langes Warten zwischen Aufbereitung des
Objekttragers und Bewertung (Spermien ver-
lieren Beweglichkeit)

hadaquate Temperatur der Warmeplatte
(Spermien sterben ab)

Nicht addquat gesdubertes/justiertes Mikro-
skop, inadaquate VergroBRerung

Ehlendes Okulargitter
Spermien an Kanten des Deckglases bewertet

Zu langsame Bestimmung (neue Spermien
schwimmen ins Gesichtsfeld ein)

§hlecht funktionierende Laborcounter

Fehler beim Rechnen der Prozentraten, wenn
nicht Multiple von 100 gezahlt wurden

Subjektiver Bias (systematisch zu hohe/

Pravention Kontrolle

Aisbildung, SOP Stichpobenentnahme und Analyse

wiederholen, IQK

Aisbildung, SOP Stichpobenentnahme und Analyse

wiederholen, IQK

Aisbildung, SOP, Wartung 1QK
des Materials

Aisbildung, SOP, Wartung
des Materials

IQKEQK

Mterial IQKKontrollkarte)

Ausbildung, SOP Bestimmung wiederholen, IQK

niedrige Prozentraten von motilen Spermien
gezahlt)

Bewglichkeitsbeeintrachtigende Aufberei- SOP
tung (z.B. Temperaturschwankungen, energi-
sches Vortexen, Toxinkontamination)

Nicht zufallig ausgewdhlte Gesichtsfelder, ver-
zogerte Analyse (z.B. abwarten, bis bewegliche
Spermien im Feld erscheinen)

Ausbildung des Technikers muss die Kenntnis der
folgenden kritischen Verfahrensschritte ein schlie-
Ben.

7.13.1Raktische Hinweise fiir die
Bestimmung der
Spermienkonzentration

erfibfung der Durchmischungs- und Ver-
diinnungsprozeduren, Zahlkammergitter und
Berechnungen der Zellzahlen.
chfithrung der Zahlung binnen 10-15 Mi-
nuten nach Fiillung der Zahlkammer. Danach
entstehen Ungenauigkeiten, die auf Verdamp-
fung zurtickzufithren sind.
wei Zechniker sollten gemeinsam an einem
Briickenmikroskop oder an einem Bildschirm

Aisbildung, SOP 1QK
Viirtung des Materials IQKEQK
Aisbildung, SOP IQKEQK
Aisbildung, SOP IQKEQK
1QK
Aisbildung, SOP IQKEQK

(bei angeschlossener Videokamera) arbeiten,
so dass sie die Verdiinnungs-, die Fiillungs-
und die Bestimmungsprozeduren vergleichen
konnen. Sie sollten dieselbe gefiillte Zdhlkam-
mer und die einzelnen Reihen/Raster parallel
beurteilen, um Diskrepanzquellen nachzu-
weisen.

tir ZBhl- und Ausbildungssitzungen sollte
man ein Briickenmikroskop einsetzen oder
individuelle Spermien sukzessive mit einem
Okulargrid betrachten, um gemeinsam zu
beurteilen, ob diese auf oder ober/unterhalb
einer Linie liegen und damit zu entscheiden,
ob sie mitgerechnet werden miissen.

Hiisveise in @ Tab. 7.2kennen und be-

achten.



7.13 - Ausbildung

185 7

D Tab.7.5 Variabilitats-(Fehler-)Quellen bei der Bestimmung der Spermienvitalitat und mogliche Losungsansatze

Verfahren

Nicht addquat gesaubertes/justiertes Mikroskop, inadaqua-

te VergroBerung

Inaddquate Farbung: einige Protokolle fihren zu hypoos-

motischen Zustanden, die Spermien téten
Zu lange Wartezeit fiir die Farbung

Relydratation des getrockneten Abstriches

Uberschétzung der toten Spermien (z.B. von schwach rosa

gefarbten Spermien)

Spermien mit rosa gefarbtem Mittelstiick als tot bewertet

7.13.Baktische Hinweise fiir die
Bestimmung der
Spermienmorphologie

Rdkdlinien dieses Manuals beachten: Die
mikroskopischen Bilder und die relevanten
Kommentare fiir die Spermienbeurteilung
erlernen.

uf Spermien mit grenzwertiger Morphologie
achten: sie sollen als abnormal klassifiziert
werden.

eweBtungs- und Ausbildungssitzung mit
Briickenmikroskop oder Videokamera und
Bildschirm durchfiihren.

Himeveise in @ Tab. 7.3kennen und be-
achten.

7.13.Baktische Hinweise fiir die
Beurteilung der
Spermienmotilitat

Pravention Kontrolle

Aisbildung, SOP, Wartung IQKEQK
des Materials

Aisbildung, SOP ¥rgleich mit Motilitat

Ausbildung, SOP Vergleich mit Motilitat

Aisbildung, SOP ¥rgleich mit Motilitat

Aisbildung, SOP IQKEQK

Ausbildung, SOP 1QK, EQK

chnéll bewerten: in Abhéngigkeit von der
Spermienkonzentration jeweils nur einen
Bruchteil des Grids auswerten.
eniW¥ér Zeit fiir jedes Areal aufwenden, um
zu vermeiden, dass bewegliche Spermien ins
Feld schwimmen.
estiime zunéchst progressive, dann nicht
progressive/immotile Spermien in zwei Schrit-
ten. Bei Problemen die Reihenfolge umkeh-
ren.
Hiisveise in @ Tab. 7.4 kennen und be-
achten.

7.13.Raktische Hinweise fiir die
Bestimmung der
Spermienvitalitat

Pidtee unmittelbar vor einer Bewertung
aufbereiten. Erst auswerten, wenn die Bewe-
gung der Fliissigkeit abgeschlossen ist, um den
Bias zu reduzieren.

Msichtsfelder zufillig wihlen und nicht
solche mit hoherer oder niedriger Zahl an
beweglichen Spermien bevorzugen. Erst ins
Okular schauen, nachdem ein Gesichtsfeld
ausgewdahlt wurde.

it d¥in Beginn der Analyse nicht warten, bis
bewegliche Spermien im Feld erscheinen.

esonBlers darauf achten, dass rote (tote) von
rosa gefarbten (lebendigen) Spermienképfen
korrekt unterschieden werden (Spermien mit
einem schwach rosa gefarbten Kopf werden
als lebendig beurteilt). Wenn nur ein Teil des
Mittelstiicks und des Kopfes nicht geférbt sind,
wird es als undichte Mittelstiickmembran
beurteilt, aber nicht als tot oder als Zeichen
volliger Membrandisintegration.

ventliiell Eosin-Nigrosin-Farbemethode ein-
setzen (» Abschn. 2.6.1 ).

Hiisveise in @ Tab. 7.5kennen und be-

achten.
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Rafrenzwerte

Wenn M essungen a n E jakulatproben v orgenom-
men w erden, m ussen d iese mi t Ref erenzwerten
vergleichbar s ein, um En tscheidungen in der P a-
tientenbehandlung und/o der b eziiglich klinischer
Studien treffen zu kénnen. Die Referenzwerte, die
hier angegeben werden, wurden in mehreren pros-
pektiven Querschnittstudien beziiglich der Samen-
qualitat und Fertilitdt generiert. Die Werte wurden
durch die Analyse von Proben nach direkter retros-
pektiver Selektion fertiler Manner erhalten. Fertili-
tat wurde hierbei als Schwangerschaft der Partnerin
innerhalb von 12 Monaten nach Beendigung einer
Kontrazeption definiert (Cooper et al. 2010).

Nur komplette Ejakulatproben nach 2-7 Tagen
sexueller Abstinenz (eine P robe pro Teilnehmer -
die erste, wenn mehrere Proben vorlagen) wurden
in die Analyse einbezogen.

Das Ejakulatvolumen wurde mit Methoden ge-
messen, die von der WH O dafiir empfohlen wor-
den waren (Wiegen, Ubertragen auf Pipetten oder
Messgefifie). Die G esamtspermienzahl wurde aus
der S permienkonzentration b erechnet, die wie-
derum p er Hamozytometer in fixierten und v er-
diinnten Proben. Die G esamtmotilitit (progressiv
und nic htprogressiv) s owie der An teil immo tiler
Spermien wur de b ei R aumtemperatur o der b ei
37 °Cer fasst. D aten der S permienmorphologie
kamen nur aus Laboratorien, die den er warteten
absoluten Wert fiir Normalformen (ca. 35%) nach
Kriterien der strikten Kategorisierung (Tygerberg)
nicht b erschritten. Die S permienvitalitat wur de
durch die A usschlussmethode nach Eosinfirbung
der Spermienkopfmembran bestimmt.

Ublicherweise wir d die 2,5%-P erzentile v on
zweiseitigen Referenzkontinua als G renzwerte ge-
nommen: Alle Werte jenseits dieser Grenzen kon-
nen als solche einer anderen Population angesehen
werden. F iir E jakulatwerte er scheint es jedo ch
sinnvoller, ein einseitiges R eferenzintervall zu be-
nutzen, da s ehr hohe Werte die F ertilitdt ho chst-
wahrscheinlich nicht beeintrachtigen. D aher wur-
de die untere 5%-Ferzentile als Referenz-Grenzwert
festgelegt. Die en tsprechenden Einzel werte sind
der @ Tab. 8.1zu en tnehmen, die k ompletten Ver-
teilungsmuster der @ Tab. 8.2.

Kommentar

Die Referenzverteilungsmuster in der@ Bb. 8.be-
schreiben die Ejakulatcharakteristika von Mannern,
deren Partnerinnen innerhalb von 12 Mbonaten nach
Beendigung einer Kontraz eption sch wanger wur-
den.

Kommentar

Véter beschreiben eine selektier te Gruppe v on In-
dividuen und ihr e Ejakulat werte kdnnen sich v on
denen einer gemischten Gesamtpopulation gesun-
der Manner durchaus unterscheiden.

Kommentar

Die Charakt eristika v on Ejakulat werten sind hoch

variabel, sowohl zwischen verschiedenen Mannern
als auch zwischen Einzelproben eines Individuums.
Sie st ellen nicht die einzigen Det erminanten der
Fertilitdt eines Paares dar; die Grenzwerte sind da-
her eher ein Abbild der mannlichen Fertilitat.

Kommentar
Ejakulatparameter, die im 95%-Referenzbereich lie-
gen, garantieren nicht per se eine Fertilitat.

Kommentar

Ménner, deren Ejakulatwerte unterhalb der hier be-
schriebenen Grenzen liegen, sind nicht per se infer-
til. Thre Werte liegen unt erhalb der Ref erenzwerte
fur Vater und diese konnen, nach dero .g. Defini-
tion, also zu den 5% fertiler Md@nner gehoren, deren
Gesamtpopulation zu der Kalkulation der Referenz-
werte genutzt wurde.

Kommentar

Die Ejakulatwerte eines M annes missen immer in
Zusammenhang mit weiteren klinischen Daten be-
urteilt werden.

Kommentar

Es ist moglich, dass r egionale Unterschiede in der
Samenqualitat existi eren. Ebenso k ann es Unt er-
schiede zwischen einzelnen Laboratorien geben.
Jedes Labor sollte erwégen, eigene Referenzwerte
festzulegen; dieser sollt e dann anhand der in die -
sem Handbuch beschriebenen  Vorgehensweisen

erfolgen
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8.1 Referenzwerte

B Tab.8.1 Untere Grenzen der Referenzwerte (5%-Perzentilen und ihre 95%-Konfidenzintervalle) fir Ejakulatpara-

meter

Parameter (Einheit) Unterer Grenzwert
blumen der Samenflussigkeit 1,81,4-1,7)
Gesamtspermienzah[106pro Ejakulat) 39 (33-46)
Spermienkonentration (1¢° /ml) 15 (12-16)
Gesamtmotilitdfprogressiv und nichtprogressiv, %) 40 (38-42)
Pogressive Motilitét (%) 32 (31-34)
Vtalitat (lebende Spermatozoen, %) 58 (55-63)
Spermienmorpholode (normale Formen, %) 4 (3,0-4,0)

Andere Grenzwerte nach Konsensus

bl >7,2

Broxidase-positive Leukozyten (1¢° /ml) <10
MAR-Test (motile Spermatozoen mit gebundenen Partikeln, %) <9
Immunobead-Test (motile Spermatozoen mit gebundenen Beads, %) <9
Zink in der Seminalflissigkeit (umol/Ejakulat) 224
Fruktose in der Seminalflissigkeit (umol/Ejakulat) =3B
Neutrale Glukosidase in der Seminalflissigkeit (mU/Ejakulat) >D

B Tab.8.2 Werteverteilung der Ejakulatparameter von Mannern, deren Partnerinnen innerhalb von 12 Monaten
nach Absetzen der Kontrazeption schwanger wurden (Quelle: Cooper et al. 2010)

Parameter (Einheit) N Perzentile
2,5 5 10 25 50 75 920 95 97,5

Blumen der Samenflussigkeit 941 1,2 1,5 2,0 2,7 3,7 4,8 6,0 6,8 7,6

Gesamtspermienzah[1¢ pro 18% 23 39 ¢] 142 255 42 647 802 928
Ejakulat)

Spermienkonentration (1¢° /ml) 18% 9 15 2 41 73 116 1% 213 29

Gesamtmotilitdfprogressiv und 1781 34 40 45 53 61 ¢] 75 78 81
nichtprogressiv, %)

Pogressive Motilitat (PR, %) 1780 28 32 39 47 55 62 2] 2 75

Nchtprogressive Motilitat 778 1 1 2 3 5 9 g 8 2
(NP, %)

Vtalitat (lebende Spermato- 28 3 8 é Z 9 a8 8 9 2
zoen, %)

Spermienmorpholode (normale 1851 3 4 5,5 9 15 25 36 44 48

Formen, %)
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B Tab.8.3  Nomenktur der Ejakulatparameter bzw. Samenqualitat
Aspermie Keine Samenfliissigkeit (keine oder retrograde Ejakulation)

Asthenozoospermie
wertes

Asthenoteratozoospermie

Prozentanteil der progressiv-motilen Spermien (PR) unterhalb des unteren Referenz-

Prozentanteile von sowohl progressiv-motilen Spermien (PR) und morphologisch

normalen Spermatozoen unterhalb der unteren Referenzwerte

Azoospermie

keine Spermatozoen im Ejakulat (zu verstehen als die Grenze der Quantifizierung fir

die jeweilige Bestimmungsmethode)

Kryptozoospermie

Hamospermie/Hamao-
spermie

eukospermie/Leukozyto-
spermie/Pyospermie

Nekrozoospermie
Spermatozoen im Ejakulat

Normaoospermie

keine Spermatozoen im Ejakulat, jedoch im zentrifugierten Pellet nachweisbar

Nachweis von Erythrozyten im Ejakulat

Nachweis von Leukozyten im Ejakulat oberhalb des Grenzwertes

geringer Prozentsatz von lebenden und gleichzeitig hoher Prozentsatz von immotilen

Gesamtzahl[oder Konzentration, abhdngig vom berichteten Resultat*) von Spermato-

zoen im Ejakulat sowie Prozentanteil von progressiv-motilen (PR) und morphologisch
normalen Spermatozoen, gleich oder tiber des jeweiligen unteren Referenzwertes

Oligoasthena@oospermie

Gesamtzahloder Konzentration, abhdngig vom berichteten Resultat*) und Prozentan-

teil von progressiv-motilen Spermatozoen (PR) unterhalb des unteren Referenzwertes

Oligoasthenogratozoo-
spermie

Gesamtzahl (oder Konzentration, abhdngig vom berichteten Resultat*) und Prozentan-
teile von sowohl progressiv-motilen (PR) als auch morphologisch normalen Spermato-

zoen unterhalb des jeweiligen unteren Referenzwertes

Oligo¢ratozoospermie

Gesamtzahloder Konzentration, abhdngig vom berichteten Resultat*) und Prozent-

anteil der morphologisch normalen Spermatozoen unterhalb des jeweiligen unteren

Referenzwertes

Oligaoospermie

Gesamtzahloder Konzentration, abhdngig vom berichteten Resultat*) der Spermato-

zoen unterhalb des unteren Referenzwertes

€ratozoospermie
Referenzwertes

Pozentanteil der morphologisch normalen Spermatozoen unterhalb des unteren

* Der Gesamtzahl der Spermatozoen sollte Vorrang gegeniiber der Konzentration eingerdumt werden.

8.2 Nomenlatur

Dieses Handbuch legt die N omenklatur fest, um
Abweichungen v on den Ref erenzwerten der E ja-
kulatparameter zu beschreiben und benutzt eher
Worte als Z ahlen (@ Tab. 8.3). Es gib t Argumen-
te, eine s olche Terminologie a ufzugeben ( Grimes
u. Lopez 200 7). Die N omenklatur klassifiziert die
Qualitdt des E jakulates u nd s uggeriert k eine z u-
grunde lieg ende U rsache (E liasson et al .1970).
Die benutzten Ausdriicke beschreiben Proben mit
Werten auflerhalb der Referenzbereiche und teilen
diese damit einer potentiell anderen Population zu.

Meist b eschreibt ein A usdruck der N omenklatur
der Ejakulatwerte einen einzelnen P arameter. Der
Ausdruck »Normozoospermie« jedoch bezieht sich
auf drei Ejakulatparameter: Anzahl, Motilitit und
Morphologie der S permatozoen. D aher k énnen
und s ollten A bweichungen v om Ref erenzbereich
fiir jeden Parameter einzeln beschrieben werden.

Anmerkung

Dasuffix »-spermie« bezieht sich auf das Ejakulat und
das Suffix »-zoospermie« auf die Spermatozoen. Daher
sollten die folgenden Ausdrticke nicht benutzt werden:
Asthenospermie, Asthenoteratospermie, Kryptospermie,
Oligoasthenospermie, Oligoteratospermie, Oligospermie,
Teratospermie.
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Grundausstttung eines
Andrologielabors

Her findet sich eine A uflistung der G egenstinde
und M aterialien, die in einem Andr  ologielabor
benétigt w erden, um die gr undlegenden U nter-
suchungen, die in diesem Handbuch beschrieben
werden, durchfiihren zu kénnen.

Falls Hilfe benotigt wird, eine Bezugsquelle fiir
einen der a ufgefithrten G egenstdnde zu finden,
sollte man sich auf die publizierte wissenschaftliche
Literatur im Anhang dieses Handbuches beziehen.

9.1.1 Agemeine Ausstattung fiir das
Andrologielabor

aagdV
eidgfldtze mit undurchlassiger Oberfliche
bwukfbehalter fiir scharfe oder spitze Objek-
te, gefahrlichen/infektiosen Abfall
Aisgabe des Handbuches fiir Laborsi-
cherheit (WHO 2004)
iefkithlvorrichtung
esiffektionsvorrichtung oder Natriumhypo-
chloritlgsungen in Aqua dest (0,1% und 1%)
desinfizierende Seife oder antiseptische Haut-
reinigungslosung
Einnmalhehuhe
ugeAwaschlosung oder Augendusche
steHdilfe-Koffer
bzugsarbeitsplatz zur Aufbewahrung und
Arbeit mit toxischen Reagenzien, Chemikalien
oder Firbestoffen
ihlg€hrank
usche

9.1.2 Notendige Ausstattung und
Materialien fiir eine
Ejakulatanalyse

apillKrrohrchen und Versiegelungsmaterial
(fir den Mukus-Penetrations-Test)
ASAGMaschine (optional)
entiAfugen:
Aeltsplatzzentrifuge zur Routinearbeit
mit Ejakulat und Urin (300-500 g), Marker

in der Seminalfliissigkeit (1000 g) und vis-
kose Proben (2000 g)

dthgeschwindigkeitszentrifuge (ab 3000
g) fur die Aufarbeitung von vermuteten
Proben mit Azoospermie oder eine Mikro-
zentrifuge (ab 16000 g) zur Erzeugung von
spermienfreien Seminalplasma (> Kasten
9.1)

usstAttung zur Kryokonservierung von Sper-
matozoen (optional)
permizidfreie Kondome (optional)
erddhnungsphiolen
eRtssnsmikroskop (optional, um Hamster-
Oozyten zu gewinnen)
terpipier, 90 g/m? (zur Filtration von Fir-
bungen)
uorkbzenzmikroskop und entsprechende
Objektive (optional, fir die hochsensitive
Messung von Spermienkonzentrationen und
Akrosomentests)
ambkytometer: verbesserte Neubauer-Ver-
sion oder Alternativen, 100 pum tief mit dickem
Deckglas (Dickenummer 4, 0,44 mm)
nkuBator (37 °C), vorzugsweise mit 5% CO,
(optional)
abotfolie: selbstversiegelnd und formbar
abotzéhlgerit mit sechs oder neun Tasten
rofi¢blumenzahlkammer (optional, fiir die
Auswertung von niedrigen Spermienkonzent-
rationen)
umihometer (optional, fiir einen ROS-Assay)
jeldtrager (mit Moglichkeit zur Beschrif-
tung) und Deckgldschen (Stirken 1,5, 0,16-0,19
mm) sowie einfache Objekttriger um einen
Tropfen Samenfliissigkeit auf einem anderen
Objekttrager verstreichen zu kénnen (Anferti-
gung von Ausstrichen)
ifteSt
l8stifte zum Schreiben auf gefrosteten
Objekttragern (Hartegrad HB2)

Whsstifte zur Begrenzung des Areals fiir
eine Antikérperlosung auf dem Objekt-
trager

ePmanentmarker
pHEIJElektrode (optional, fiir viskdse
Ejakulatproben)
ppleP (Bereich 6-10)
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Kasten 9.1 Berechnung von Zentrifugalkréften

Digraft, der Spermatozoen
wahrend der Zentrifugierung
unterworfen werden (relative Zen-
trifugalkraft, RZK) hdngt von der
Geschwindigkeit der Rotation (N,
Umdrehungen pro Minute, upm)

gemessen wird (radius, R, cm), ab
(das ist normalerweise der Boden
des Zentrifugationsrohrchens). Die
RZK wird nach folgender Formel
berechnet: 1,118 X t9x R x N2.Zum
Beispiel wird, bei einem Rotor-Ra-
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erzeugen. Bei einem Rotor-Radius
von 13,5 cm wird eine Zentrifuga-
tion mit 3900 rpm eine Kraft von
2296 g erzeugen. Die @ Abb. 9.1 gibt
ein Nomogramm zur Bestimmung
der RZK in Abhangigkeit von Rotor-

und dem Abstand vom Zentrum des  dius von 8,6 cm, eine Zentrifugation  Radius und Umdrehungsgeschwin-

Rotors zum Punkt, an dem die RZK

d@tkesntrastmikroskop (zur Abschitzung
der Spermienkonzentration, -motilitit und
-morphologie) mit Lichtquelle von mindestens
50 Watt und den folgenden Zusatzgegenstan-
den (» Kap. 10
oBitiv-Phasen-Objektive (x10,x20-25,
x40 oder x63 und ein x100-Ol-Immer-
sions-Objektiv
x4flegativ-Phasen-Objektiv (optional, fiir
Eosin-Vitalitéts-Test)
8tfeld-Okular (x10 oder x12,5)
Qikar-Fadenkreuz (zur Abschétzung des
beobachteten Quadranten bei der Motili-
tatsbestimmung)
t$fenmikrometer (zur Bestimmung der
Spermienmorphologie)
skaliar Objekttrager (Objekttrager mit
Gitternetz, optional, fiir Qualitdts-Manage-
ment)
eheizbare Objekttrigerhalter (optional, fiir
die Messung der Spermiengeschwindigkeit)
ipetRen und Pipettenspitzen
aBteurpipetten mit Peleusball oder Ein-
mal-Transfer-Pipetten aus Plastik oder
automatische Pipetten zur Mischung von
Samenfliissigkeit
Ktverdringungspipetten
OBitiv-Verdrdngungs-Pipetten zur Mes-
sung von 10-100 pl
ufzélchnungsboégen oder -biicher fiir die
Ergebnisse der Ejakulat- oder Mukusanalyse
(» Kap.13 )
robéh-Mischvorrichtungen
midimensionaler Schiittler oder Rotati-
onsrad zur Mischung von Samenfliissigkeit
(optional)

mit 5000 rpm eine Kraft von 2404 g

digkeit vor.

abormischer fiir verdiinnte Samenfliissig-
keit
ersidgelungsfolie fiir 96-well-Platten (optio-
nal, fiir Fruktose-Assay)
ehilBer zur Gewinnung von Ejakulat
Einmalbehilter mit Deckel und weiter Off-
nung
usoklavierbarer Glaszylinder
inmBl-Objekttragerkammern (optional, fiir
die Motilititsanalyse im Rahmen einer Quali-
tatskontrolle)
pektSophotometer (optional, fiir die Bestim-
mung von Markern im Seminalplasma)
ropfplatte aus Porzellan oder Borosilikatglas
(fiir den Eosin-Nigrosin-Test)
eitnaessgerit (d.h. Uhr) (optional) fiir die
Probenzubereitung bei Qualititskontrolle
flusenfreie Papiertiicher
arnwplatte auf dem Arbeitsplatz (optional,
fir das Vorwdrmen der Objekttriger zur Moti-
litdtsanalyse)

9.1.3 Notendige Chemikalien und
Reagenzien

tikduper (CD45 fiir Leukozyten)
tisAlmium-Mittel (optional, fiir das Anferti-
gen eine Probe zur Qualititskontrolle)
eroxidase-Kit (optional)
ryoffrotektions-Medium (optional)
higeadienten-Medium (zur Spermienauf-
bereitung)
rukfbse-Assay (optional)
utaildehyd (optional, fiir den HOP-Test)
ineMl6l (optional, fir den HOP-Test)
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eutidle alpha-Glukosidase-Assay (optional)

apaficolaou-Firbung

aselMe (optional, fiir den HOP-Test)

chnéll-Firbe-Kit (optional, fiir die Spermien-
morphologie)

ach®(Schmelzpunkt 48-66 °C) (optional, fur
den HOP-Test)

inkZAssay (optional)

oltentielle Gefihrdungen im
Andrologielabor

Mnschliche Korperfliissigkeiten, wie das Ejakulat,
sind potentiell infektiés und miissen mit besonde-
rer Vorsicht b ehandelt und en tsorgt w erden. Die
wichtigsten Mikroorganismen im Andrologielabor
sind in dieser Hinsicht das HI-Virus, sowie die He-
patitis-B- und/oder - C-Viren. D as L aborpersonal
sollte alle biologischen Proben als potentiell infek-
ti6s betrachten und entsprechende Sorgfalt im Um-
gang damit walten lassen.

9.3 Sicherheitsarkehrungen fiir das
Personal im Andrologielabor

eder Mitarbeiter im Andrologielabor, der mit
menschlichen Proben arbeitet, sollte gegen
Hepatitis-B-Viren immunisiert sein.

iemils sollte im Andrologielabor gegessen,
getrunken oder geraucht werden. Kosmetika
sollten dort nicht appliziert und es diirfen
keine Nahrungsmittel im Laborbereich gela-
gert werden.
as Hipettieren mit dem Mund ist nicht ge-

stattet. Mechanische Pipettierhilfen miissen in
jedem Fall fiir die Manipulation von Fliissig-
keiten benutzt werden.

ederJMitarbeiter im Andrologielabor sollte
einen Laborkittel oder Einmalschutzkleidung
tragen und diese beim Verlassen des Labors
ablegen/entsorgen. Das Laborpersonal soll-
te Einmalhandschuhe tragen (aus Gummi,
Latex oder Vinyl, mit oder ohne Puder), be-
sonders wenn frische oder gefrorene Proben
von Ejakulat oder Seminalplasma oder andere
biologische Proben sowie Behilter, die damit

in Kontakt gekommen sind, beriihrt werden
konnten. Handschuhe miissen abgelegt und
entsorgt werden, wenn das Labor verlassen
wird. Das Gleiche gilt fir die zwischenzeit-
liche Nutzung von Telefon oder Computer im
Labor. Die Handschuhe diirfen nicht wieder
verwendet werden.
as Horsonal sollte die Hinde regelmafSig
waschen, besonders vor Verlassen des Labors,
nach Verarbeitung von Proben und nach dem
Ablegen von Handschuhen oder Schutzklei-
dung.
ederJim Andrologielabor sollte besonders
darauf achten, sich keine Verletzungen durch
scharfe oder spitze Instrumente zuzuftigen,
besonders wenn diese mit Ejakulat oder Semi-
nalplasma kontaminiert gewesen sein konnen.
Der Kontakt dieser Fliissigkeiten mit der unge-
schiitzten Haut, Schnittverletzungen, Schiirf-
wunden oder anderen Lésionen ist auf jeden
Fall zu vermeiden.
afSddhmen miissen getroffen werden, um
das Verschiitten von Ejakulatfliissigkeit, Blut
oder Urinproben zu verhindern. Es muss klar
sein, wie verschiittete Proben sorgfaltig aufzu-
nehmen und zu entsorgen sind.
sélarfen oder spitzen Objekte (Nadeln,
Klingen, etc.) miissen nach dem Gebrauch in
besonders markierten Behéltern entsorgt wer-
den. Diese Behalter miissen versiegelt werden,
bevor sie ganz gefiillt sind. Sie miissen mit
derselben Sorgfalt entsorgt werden wie anderes
gefahrliches Labormaterial.
pAdientiell geféhrlichen Gegenstinde
(Handschuhe, Ejakulatgefifie) miissen gesam-
melt und sorgfiltig entsorgt werden.
esidiitsmasken oder chirurgische Masken
miissen vom Personal bei allen Vorgiangen
getragen werden, die potentiell Aerosole oder
Tropfchen erzeugen konnen, z.B. das Schiitteln
oder Zentrifugieren von offenen Behiltern.
Die letzten Tropfen der Samenproben diirfen
nicht mit Gewalt oder unnétiger Kraft aus der
Pipette gedriickt oder geschleudert werden,
weil dies Aerosole oder Tropfchen erzeugen
konnte.
as Horsonal muss Schutzbrillen, isolierende
Schutzhandschuhe und geschlossene Schuhe
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9.3 - Sicherheitsvorkehrungen fiir das Personal im Andrologielabor
50 gZO 000 S_
£ = £
45 R — w
X = 15000 2
: =
40 ¢ = s
g — g
[s) — 9]
= — 10000 ©
» Eg . 30000 — <
S < G = =
5 2 < = 20000 = 2
30 T R = E
59 £ o - 9
ES €< 10000 - 6000 3
= = & = =
N E 52 — 5
% ES 2 ® = =
SN €2 5000 = =
£S5 S5 — 4000 R
S g N § = o
£ S E
v 3 =] =
20 28 =5 2000 = 3000
G @ & o E
] C
18 <& U £ P
1000 ~ E
= C
16 ~ — 2000
500 C
~ C
14 - —
=~ - B
- 200 F
12 - =
- - 1000
e 100 —
~ —
10 _ B
~ 50
9 ~ L
-
- 500
8 20
7 10
6
3
5 —200

B Abb.9.1 Nomogramm zur Bestimmung der relativen Zentrifugalkraft (RZK) aus den gegebenen GroBen Rotor-Radius
und Rotationsgeschwindigkeit. Eine gerade Linie, die den Rotor-Radius (cm, linke Achse) und die Rotationsgeschwindigkeit
(rpm, rechte Achse) verbindet, schneidet die mittlere Achse bei der zu bestimmenden RZK. In dem dargestellten Beispiel ist
bei einem Rotor-Radius von 8 cm und einer Rotationsgeschwindigkeit von 2500 rpm eine RZK von ungefahr 550 g bestimm-
bar. Die errechnete RZK ist 559 g (» Kasten 9.1)



198 Kapitel 9 - Ausstattung und Sicherheit

tragen, wenn dies angemessen erscheint, z.B.
beim Umgang mit fliissigem Stickstoff.

9.4 SicherheitsmaBnahmeiin Bezug
auf die Laboreinrichtung

ontifuierliches Kochen in Wasser fiir 20-30
Minuten.

9.5 Sicherheitsearkehrungen beim
Arbeiten mit fliissigem Stickstoff

Arbitsflichen und wieder v erwendbare G efifie,
die in K ontakt mit Samenflissigkeit oder anderen
biologischen Proben gekommen sind, miissen ste-
rilisiert oder desinfiziert werden. Dazu dienen die
folgend aufgelisteten Vorgehensweisen:

Taglich nach Beendigung der Analysen:

bwaAchen des Arbeitsplatzes mit einem Des-
infektionsmittel, z.B. Natriumhypochlorit 0,1%
(1 g/l) oder ahnlichem. Dann sollte man min-
destens eine Stunde warten (oder tiber Nacht
trocknen lassen) und anschlieflend das Desin-
fektionsmittel mit Wasser abwischen.

ZBhdkammern und Deckgldschen in Na-

triumhypochlorit 0,1% (1 g/1) aler ahnlichem
Desinfektionsmittel tiber Nacht einweichen.
Dann das Desinfektionsmittel mit Wasser ab-
waschen.

Nach dem versehentlichen Verschiitten einer P ro-
be:
entWlie Auf3enseite des Probenbehalters
kontaminiert wurde, mit Natriumhypochlorit
0,1% (1 g/1) aler dhnlichem Desinfektionsmit-
tel abwaschen, dann mit Wasser nachspiilen.
ofor$ nach dem Verschiitten der Probe die

Arbeitsfliche mit Natriumhypochlorit 1% (10
g/1) oder dhnlichem Desinfektionsmittel abwa-
schen, mindestens fiir 4 Stunden warten, dann
Desinfektionsmittel mit Wasser abwaschen.

Falls no tig, kann die H itzeinaktivierung v on HI-
Viren in Ejakulatgefifen auf folgende Weise errei-
chen werden:
rocKEne Hitzesterilisation fiir wenigstens 2
Stunden bei 170 °C. Das Gefif$ mit Folie vor
dem Erhitzen bedecken und abkiihlen lassen,
bevor es weiter verwendet wird.
ampisterilisation (Autoklavierung) fiir we-
nigstens 20 Minuten bei 121 °C bei 101 kPa,
also tiber dem atmosphérischen Druck.

tissipbr Stickstoff ist gefdhrlich. Das Arbeiten
damit erfordert immer grofite Sorgfalt, man
darf nur dafiir zugelassene Tanks verwenden
und nicht versuchen, die Behalter zu versie-
geln. Man muss immer Fasszangen verwen-
den, um Gegenstinde, die sich in fliissigem
Stickstoff befinden, herauszuholen.

Abdgen sind mit einem Gesichtsschild oder
Sicherheitsbrillen zu schiitzen. Die Hande sind
mit locker sitzenden trockenen Lederhand-
schuhen oder Isolierhandschuhen zu schiitzen.
Die Fiifle schiitzt man mit geschlossenen
Schuhen.

entWliissiger Stickstoff auf einer Oberfliche
verschiittet wird, tendiert er aufgrund der
geringen Oberflichenspannung dazu, diese
komplett zu bedecken. Daher wird ein grofles
Areal abgekiihlt. Gegenstinde, die weich und
formbar bei Raumtemperatur sind, werden
fiir gewohnlich hart und briichig, wenn sie die
Temperatur des fliissigen Stickstoffs erreicht
haben.

ektiem niedrige Temperatur kann schwere
Verletzungen hervorrufen. Ein Hautkontakt
kann einen Effekt hervorrufen, der einer
Brandverletzung gleicht. Das Gas, das vom
fliissigen Stickstoff evaporiert, ist extrem kalt.
Verletzliche Gewebe, wie zum Beispiel das
der Augen, konnen schon durch einen kurzen
Kontakt mit dem Gas geschédigt werden, auch
wenn dieses nicht die Haut des Gesichts oder
der Hénde angreift.

an Mlte sich fern von kochendem und sprit-
zendem fliissigen Stickstoff und dem daraus
evaporierenden kalten Gas. Der Koch- und
Spritzvorgang tritt immer dann auf, wenn
ein warmer Behilter beladen wird oder wenn
Gegenstinde in den flissigen Stickstoff ein-
tauchen. Diese Vorginge sind immer duflerst
behutsam und langsam vorzunehmen, um das
Kochen und Spritzen zu minimieren.
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9.5 « Sicherheitsvorkehrungen beim Arbeiten mit fliissigem Stickstoff

an Mrmeide den Kontakt mit nichtiso-
lierten Leitungen. Man sollte niemals einen
unbedeckten Teil des Korpers in Kontakt mit
Leitungen oder Geféiflen kommen lassen, die
fliissigen Stickstoff enthalten. Das extrem kal-
te Metall wird zu einem Anheftungsvorgang
fithren und die Haut sowie darunter liegende
Gewebe werden beim Versuch, loszukommen
zerrissen.

an Mbeite in gut beliifteten Rdumen. Bereits
ein kleiner Anteil fliissigen Stickstoffs kann
eine grof3e Menge Gas entstehen lassen (bei
Raumtemperatur ist das Volumenverhalt-
nis 1:9). Wenn gasférmiger Stickstoff aus der
Flussigkeit in einem geschlossenen Raum
evaporiert, kann der Sauerstoffanteil der Luft
dramatisch sinken: Erstickungsgefahr entsteht.
Sauerstoffdetektoren, die einen Alarm aus-
l6sen, wenn der Sauerstoffanteil der Luft unter
17% sinkt, sind verfiigbar und sollten verwen-
det werden, wenn fliissiger Stickstoff gelagert
wird.

an Mrwende nur Rohrchen und sogenannte
»Straws, die fiir den Einfriervorgang in fliis-
sigem Stickstoff hergestellt wurden. Sorgfalt
im Umgang mit diesen Gegenstanden ist ange-
bracht, auch diese konnen explodieren, wenn
sie sich erwédrmen.
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ie beste IInformationsquelle fiir ein spezifisches
Mikroskop ist immer noch das Handbuch des Her-
stellers, w elches ein Diagra mm mi t D arstellung
aller Einzel teile en thalten s ollte. Falls ein s olches
Handbuch nicht zur Verfiigung steht, sollte es zu-
mindest m 6glich s ein, die n otwendigen Informa-
tionen zum Aufbau und zur Handhabung des Mik-
roskops aus dem Internet zu beziehen.

Fur die Ejakulatanalysen, die in dies em Hand-
buch beschrieben werden, wird ein Phasenkon-
trastmikroskop em pfohlen. D as M ikroskop mi t
einer Lichtquelle von mindestens 50 Watt sollte bi-
nokular s ein, einen Phas enkondensator en thalten
und muss mit x10, x20(oder x25), und x40 (o der
x63) Phasenobjektiven ausgeriistet sein (zur allge-
meinen B eurteilung, fiir die Er fassung der M oti-
litat, Vitalitdt und zum Z dhlen der S permatozoen
und anderen Zellen). Zudem sollte es ein H ellfeld
x100-Ol-Immersionsobjektiv besitzen (fiir die Be-
stimmung der M orphologie und V italitdt). Eine
Negativphasenlinse ist zu V italititsbestimmungen
nitzlich, ebenso ist eine CASA -Ausriistung em p-
fehlenswert sowie eine Fluoreszenzlinse fiir die ent-
sprechende Fluoreszenzmikroskopie.

@alnd Preis der Objektivlinsen unter-
scheiden sich erheblich (» Kasten 10.1 Die
teuren Objektive bieten oft ein besseres Bild,
aber auch Objektive niedrigerer Qualitit kon-
nen fiir die meisten Zwecke ausreichend sein.

ul@¥kGitternetze (detaillierte Gitternetze,

Fadenkreuze, Okularmikrometer) sind Glas-

scheiben mit Skalen bekannter Abmessungen,

fir gewShnlich 5 oder 10 mm, oder Gitter
verschiedener Form, die darauf imprégniert
sind. Einige Okulare haben fest angebrachte

Gitternetze, andere kdnnen abgeschraubt

werden, damit ein Gitternetz eingesetzt

werden kann. Diese sind in verschiedenen

Durchmessern erhiltlich und miissen exakt

dem Durchmesser des Okulars entsprechen.

Sie kénnen mit einem Stufenmikrometer

kalibriert werden, um die Abmessungen von

Spermatozoen zu erfassen. Sie werden auch

genutzt, um das Beobachtungsfeld bei der Be-

stimmung der Spermienmotilitit einzugren-
zen. Das in den » Abb. 2.4(a) und14.4gezeigte
hat ein 5x 5-mm-Gitter, welches hervorragend
zur Motilitdtsbestimmung bei 20facher und

40facher Vergroflerung geeignet ist. Einige
Laborangestellte ziehen dies auch gegeniiber
einem 10x 10-mm-Gitter zu Abschétzung der
Konzentration oder der Morphologie vor.
SHifenmikrometer ist ein modifizierter
Mikroskopschlitten mit einer Skala, die auf die
Oberflache eingedtzt ist. Normalerweise wird
hier 1 mm in 10-um-Unterabschnitte eingeteilt.
Man kann dies zur Kalibrierung des Okular-
mikrometers oder des Retikelgitters (Ampli-
tudengitter) nutzen und damit auch verschie-
dene zeitabhingige Dimensionen wie bei der
Motilitdtsanalyse erfassen (> Abb.14.5 ).

Die V orgehensweisen, w elche im F olgenden b e-
schrieben werden, sorgen fiir das bestmogliche
Bild, das mit dem Mikroskop zu erhalten ist. Wenn
der Lichtgang optimal ausgerichtet und ein gestellt
ist, wird das Bild klar sein, kontrastreich und nicht
sehr belastend fiir das Auge. Die folgenden Vorge-
hensweisen s ollten ein gehalten werden, wenn ein
neues M ikroskop ein gefithrt wird o der wenn die
Bilder immer mehr in der Qualitit nachlassen.

10.1 Daf\uflegen der Probe

10 ul Samenfliissigkeit (oder ein anderes Volu-
men, > Kasten 2.4) wird auf einen Objekttrager
aufgetragen und mit einem 22x 22 mm Deck-
glaschen bedeckt (Stéarke 1,5, 0,17 mm) (aler
andere Abmessungen, » Kasten 2.4 Dann
wird der Objekttrager auf den Mikroskop-
schlitten gelegt. Man kann auch das Stufen-
mikrometer anstelle des Objekttragers verwen-
den, um das Mikroskop einzustellen.

as Ilixht wird angeschaltet und in der Intensi-
tdt angepasst, damit ein maximaler Kontrast
entsteht, der aber noch fiir das Auge ange-
nehm ist.

ie X0 -Positivphasenobjektivlinse ist auszu-
wihlen. Drehen Sie an dem Kondensatorrad
um die Stirke der gewdhlten Objektivlinse
anzupassen.

Anmerkung

wenn das Mikroskop triokular ist (d.h. ein drittes Okular kann
fur eine Kamera oder ein Videoaufzeichnungsgerat genutzt
werden), wird ein Lichtdeflektionsdrehknopf vorhanden sein,
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Kasten 9.1 Die Objektivlinse

Jede Mikroskoplinse hat verschiedene Informationen eingepragt wie:

UPlan FI PlanApo
20x/0,80mm corr 40%/0,7Ph2
160/0,17 o /0,17

Erkldrungen zu den verschiedenen
Markierungen werden hier ge-
geben:

Plan: planare Linse, die ein
Flachblickfeld ermdglicht, darin ist
jedes Objekt im Fokus.

Apo: apochromatische Linse,
die hochkorrigiert ist fiir chromati-
sche Abweichungen.

F, Fl, FL, Neofluor, Fluo, Fluo-
tar, UV, S-Fluor: Linse, die durchlas-
sig fuir UV-Licht ist und zur Fluores-
zenzmikroskopie benutzt wird.

%100, xX63, x40 etc. weist die
VergréBerungsfahigkeit der Linse
aus.

Dienumerische Apertur(NA)
der Linse 0,30, 0,50, 0,80, 1,30, 1,40
etc. ist ein Indikator fur die Fahig-
keit der Linse, Licht zu amplifizie-
ren. Gemeinsam mit der genutzten
Wellenldnge des Lichts (A, Lambda),
determiniert die NA die Auflosung
(die kleinste Distanz zwischen zwei
Objekten, die man unterscheiden
kann). Es gilt: NA= 1} x sin (&), wobei
N (eta) den Refraktionsindex des
Immersionsmediums und & (alpha)
den Raumwinkel zwischen dem
Rand des Beleuchtungskegels und
der Vertikalen prasentieren. Als
maximalen Wert von sin (d) ist theo-
retisch 1,00 moglich, das Maximum
von NA ist daher auch (theoretisch)
gleich nj, aber in der taglichen Praxis
ist der Maximalwert 1,4.Wahlen Sie
den hochsten Wert fuir NA, um die
beste Auflosung zu erhalten.

Ph, Ph1, Ph2, Ph3, NP, N gbt
an, dass eine Linse mit Phasenring
eingesetzt wurde. Ph steht fiir einen
Positivphasenring und NP oder N

203
Plan Neofluor Plan S-Fluor
100x%/1,36il iris 100x/1,25il Ph3 20x/0,75
ol % /0,13D 1,0

fir Negativphasenringe. Ph1-, Ph2-
und Ph3-Linsen benétigen jeweils
verschiedene PhasenauB3enrader im
Kondensator. Positivphasenkont-
rast-Optiken ermdglichen es, intra-
zelluldre Strukturen darzustellen
(zu nutzen in Nass-Praparationen
und fiir die Motilitat), wohingegen
Negativphasenkontrast-Optiken
weile Bilder gegen einen dunklen
Hintergrund produzieren (genutzt
flr Nass-Praparationen der Vitali-
tatsanalyse oder die CASA).

Imm, immersion, oil, W gibt
an, dass die Linse fiir den Gebrauch
mit einer Flussigkeit gebaut ist
(meist Ol, manchmal Wasser (W)
oder Glycerol). Diese Fllssigkeiten
sollen sich dann zwischen dem
Untersuchungsobjekt und der Linse
befinden, um ein schéarferes Bild
zu erzeugen. Wenn nicht in dieser
Form angegeben, ist die Linse »tro-
cken« und sollte nicht mit irgendei-
ner Flissigkeit benutzt werden.

Iris gibt an, dass eine Linse
mit einer Iris vorhanden ist, die mit
einem Randelring verstellt werden
kann.

Corr gibt an, dass eine Linse
mit einem Randelring plus variab-
len Hubbegrenzer am Okular vor-
handen ist, damit Immersionsme-
dien mit verschiedenen Refraktions-
indizes benutzt werden kénnen.

160, « :Virtuelle R6hrenldnge
zwischen Okular und Objektiv. Nor-
malerweise 160 mm, bei modernen
Linsen aber auch unendlich (e )

0,17, -: Dicke des fur das
jeweilige Objektiv bendtigten
Deckglaschens. Die Deckgldschen-

nummer 1,5 (Dicke 0,16-09 mm) ist
fur die meisten Zwecke geeignet.
Hamozytometer benotigen Deck-
glaschendicken mit der Nummer

4 (Dicke 0,44 mm). »—« bedeutet,
dass die Dicke des Deckglaschens
nicht von Bedeutung ist bzw. dass
die Immersionsflussigkeit direkt
auf den Objekttrager aufgetragen
werden kann.

WD: Arbeitsdistanz, d.h. der
Abstand zwischen den Frontlin-
senelementen des Objektivs zur
nachstgelegenen Oberflache des
Deckglaschens, sobald das Untersu-
chungsobjekt im scharfen Fokus ist.
Die Arbeitsdistanz vermindert sich
im Allgemeinen mit der Erhhung
von VergréBerung und NA. Dabei
wird Raum fiir Linsen mit Arbeits-
distanzen von normal (NWD, bis
5 mm), weit (LWD, 5,25-9,75 mm),
extraweit (10-14 mm) und superweit
(15-30 mm) unerschieden. Einige
Mikroskope benétigen eine LWD-
Linse zur Benutzung mit einer ver-
besserten Neubauer-Kammer.

Refraktions-Index: Das Aus-
maR der Phasenretardierung von
Licht, wéhrend es durch ein Me-
dium strahlt. Die Refraktions-Index
(RI, rj, eta) im Vakuum ist 10000, der
von Luft angendhert 1,0 (10008),
der von Wasser 1,33, der wn Glyce-
rol 1,47 und der vn den meisten
Immersionsélen ist 1515. Zu unter-
suchende Medien haben nach dem
Trocknungsvorgang einen dem
Glas ahnlichen Refraktions-Index
(1488-1,55v1,50-1,58).

10
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der normalerweise auf der r echten Seite der Okulare einge-
lassen ist. Dieser Drehknopf hat in der Regel drei Einstellung:
Eine, die das Licht durch die Okulare passieren lasst, eine, die
alles Licht zur Kamera leitet, und eine dritte, die die Halfte
des Lichts zu den Okularen und die andere Halfte zur Kamera
leitet.

Binstellemles Okulars

telles$ Sie den Abstand zwischen Okular zu
den Augen ein, indem sie die Okulare ausein-
anderziehen oder zusammenschieben.

10.3 &kussieren des Bildes

ehdniSie an der Grobeinstellung der Fokus-
adjustierung um den Mikroskopschlitten so
nah wie moglich an das 20er oder 40er Ob-
jektiv zu bringen. Damit nicht Objektivlinse
oder Objekttrager zerbrechen, muss man auf
das Objektiv und den Mikroskopschlitten von
vorn oder der Seite schauen, nicht durch das
Okular. Benutzen Sie die Grobeinstellung der
Fokusadjustierung um die Hohe des Mikro-
skopschlittens so einzustellen, dass der Objekt-
trager fast in Kontakt mit dem Objektiv ist. Es
ist darauf zu achten, dass der Grobfokus nied-
riger gestellt werden muss, um den Mikrosko-
pierschlitten vom Objektiv zu entfernen.

ahfhd man durch beide Okulare schaut,
sollte man die Grobeinstellung der Fokusad-
justierung langsam so drehen, dass der Mikro-
skopierschlitten vom Objektiv fort gleitet, bis
sich das Untersuchungsobjekt im ungefihren
Fokus befindet. Benutzen Sie dann das Fein-
Adjustierungsrad, um den besten Fokus ein-
zustellen.

Anmerkung

Wenn der Fokus schlecht einzustellen ist, versuchen Sie, die
Ecken des Objekttragers zu f okussieren, um sich der korr ek-
ten Fokusebene anzundhern.

10.4 &kussieren des Okulars

ei mBnchen Mikroskopen kann man die
beiden Okulare unabhéngig voneinander fo-
kussieren. Bei anderen Mikroskopen ist ein
Okular fixiert und nur das andere kann fokus-
siert werden.
st#libare Okulare sind normalerweise mit
einer »+/0/-«Skala versehen. Stellen Sie das
Okular auf »0« bevor Sie weitere Einstellungen
vornehmen.
eni¥in Okular fixiert ist, schauen Sie erst
einmal nur durch das fixierte Okular (mit
Schlieflen oder Bedecken des anderen Auges)
okufSieren Sie das Bild des Untersuchungs-
objektes mit der Feinfokuseinstellung. Dabei
ist es hilfreich, ein nichtbewegliches Objekt zu
wihlen, zum Beispiel ein totes Spermatozoon,
einen Staubpartikel oder das Stufenmikrome-
tergitter.
okussieren Sie das einstellbare Okular, indem
Sie hindurch schauen und das Auge iiber dem
fixierten Okular schlieffen oder bedecken.
Drehen Sie das Randelrad am Okular auf »+«
oder »—« bis der Fokus an Thr Auge angepasst
ist.

10.5 &kussieren des
Lichtkondensators

chlieBen Sie die Feldblende (iiber der Licht-

quelle unten am Mikroskop).
leh@der erniedrigen Sie den Kondensor

mit den kleinen Randelrddern auf der linken
oder rechten Seite des Kondensors bis die Be-
grenzung der Feldblende im scharfsten mog-
lichen Fokus liegt und der Lichtkreis klein und
klar ist. Diese Einstellung wird normalerweise
durch den Kondensor in seiner hochsten Posi-
tion erreicht. Die Begrenzung des Lichtkegels
kann sich von blau zu rot veriandern, wenn
der Kondensor fokussiert wird (chromatische
Aberration). Dabei bleibt die Begrenzung des
Kondensors meist leicht verschwommen. Das
Licht kann dafiir zentriert sein, muss es aber
nicht.
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Anmerkung

Wenn die F eldapertur keine | risblende hat, f okussieren Sie
auf ein scharfkantiges Objekt, z.B. eine Bleistiftspitze, die auf
die Lichtquelle gehalten wird.

10.6 @ntrieren des Kondensors

entriéren Sie die Feldblende mit den Ran-
delradern die dem Zentrieren des Kondensors
dienen. Normalerweise handelt es sich dabei
um zwei Réndelrider, die diagonal der Front
oder der Seite unterhalb des Kondensors ent-
springen.

obal§l die Lichtquelle zentriert ist, 6ffnen Sie
die Feldblende, sodass das Licht gerade das
Blickfeld ausfillen kann. Nicht die Feldblende
jenseits dieser Einstellung 6ffnen!

chli&Ben Sie die Kondensor-Apertur bis der
Blendeffekt verschwindet.

Anmerkung

Direkt hint er dem R dndelrad zur Z entrierung des Konden-

sors (auf der rechten Seite), befinden sich oft kleine Feststell-
schrauben, die den Kondensor in seiner Einst ellung fixieren.
Vorsicht ist hier gebot en: Diese S chrauben diir fen nicht

gedreht werden, wenn der Kondensor z entriert wird, denn
wenn sie gelockert werden, kann der gesamte Kondensor aus
dem Mikroskop fallen.

10.7 Einstelledler Phasenringe

ies vidrd mittels eines Zentrierungsteleskops
vorgenommen, das vom Mikroskophersteller
bezogen werden kann.

ringdn Sie den entsprechenden Phasenring in
dem Kondensor des gerade benutzten Objek-
tivs ins Blickfeld.

tfeFmen Sie ein Okular und ersetzen Sie es

mit dem Zentrierungsteleskop. Fokussieren Sie
den Ring des Zentrierungsteleskops, indem Sie
den Unterteil mit einer Hand fest halten und
den oberen Teil mit der anderen Hand drehen,
wihrend Sie durch das Teleskop schauen.
Drehen Sie, bis beide Ringe in einem scharfen
Fokus sind: Ein Ring ist dunkel (Phasenring)
und einer hell (Lichtring).

10
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telled Sie diese Ringe so aufeinander ein, dass
sie konzentrisch liegen. Dies wird mittels der
Phasenadjustierungsrandelrdader am Phasen-
kondensor erreicht. Diese Randelrader befin-
den sich fir gewohnlich auf der Riickseite des
Kondensors.

setkan Sie das Zentrierungsteleskop mit dem

Mikroskopokular.

10.8 Fioreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie wir d b enutzt, um die
Nuklei v on S permatozoen wihr end der Z 4hl-
vorginge mi ttelsder H  oechst-3332-Firbung
(» Abschn. 2.11.2 ind der Akromosomenreaktion
mittels FIT C-markiertem Lektin (» Abschn. 4.4.1 )
zu beurteilen. Die maximalen Anr egungsspekt-
ra von Hoechst 3342 und FIT C sind 3 46 nm bzw.
494 nm, die entsprechenden Emissionsmaxima be-
tragen 460 nm bzw. 520 nm. Eine Fluoreszenzlinse
wird hierfiir benétigt (» Kasten 10.1 Jedes Mikro-
skopmodell hat als optionale Ausriistung einen Satz
von dichromatischen Spiegeln und entsprechenden
Barrierefiltern, die zur Untersuchung mittels dieser
Farbungen benétigt werden.
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tir alle LSungen wird gereinigtes Wasser benétigt
(destilliert, doppelt destilliert oder entionisiert).

11.1 BiggersWhitten und

Whittingham

= BWW-Vorratslosung (Biggers et al. 1971)

1. u ¥ooo ml gereinigten Wassers werden 5,54 g
Natriumchlorid (NaCl), 0,356 g Kaliumchlorid
(KCl), 0,294 g Magnesiumsulfatheptahydrat
(MgSO, 7H,0), 0,250 g Calciumchloriddihyd-
rat (CaCl, 2H,0) und 0,162 g Kaliumdihydro-
genphosphat (KH, PO, )gegeben.

2. edpH wird auf 7,4 mit 1 mol/l Natriumhyd-
roxid eingestellt (NaOH).

3.ligen Sie 1,0 ml (0,04%, 0,4 g/1) Phenolrot pro
Liter hinzu.

Anmerkung
Diese Losung kann man bei 4 °C fiir einige Wochen aufbe -
wahren.

= BWW-Arbeitslosung am Benutzungstag
1. s#izen Sie 100 ml der Vorratslgsung mit
210 mg Natriumbicarbonat (NaHCO, ),100 mg
D-Glucose, 0,37 ml 60% (v/v) Natriumlaktat-
sirup, 3 mg Natriumpyruvat, 350 mg Fraktion
V Schweineserum-Albumin, 10.000 Einheiten
Penicillin und 10 mg Streptomycinsulfat.

. 2 orWerwendung in einem CO, -hkubator bei

37 °C erwédrmen.

Anmerkung

Vor der Inkubation an Luft: 20 mmol/I 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-
1-piperaziryl)-ethansulfonsaure als Natriumsalz (HEPES) (5,21
g/1) hinzufiigen und den Anteil von NaHCO, auf 0,366 g/l re-
duzieren.

Bemerkung

Br Dichtegradienten (» Abschn. 5.5.1is) eine zehnfach
konzentrierte Vorratslosung bereitzustellen, indem man die
zehnfachen spezifischen Gewichte der Einzelkomponenten
verwendet, aul3er fuir das Phenolro t. Nachdem der Gradien-
tenansatz her gestellt wurd e, missen 100 ml wie oben be -
schrieben hinzugefiigt werden.

11.2 Dulbea’s phosphatgepufferte
Salzlésung

1. Dedbos Glukose-PBS: Zu 750 ml gerei-
nigten Wassers werden 0,2 g Kaliumchlorid
gegeben (KCI) plus o,2 g Kaliumdihydrogen-
phosphat (KH2 PO4), 0,1 g Magnesiumchlorid-
hexahydrat (MgCl, 6H,0), 8,0 g Natriumchlo-
rid (NaCl), 2,16 g Dinatriumhydrogenphos-
phatheptahydrat (Na, HPQ, 7H,0) und 1,00 g
D-Glucose gegeben.

2. 26,galciumchloriddihydrat
(CaCl, - 2HO) werden in 10 ml gereinigten
Wassers gelost und langsam unter Umrithren
zu der oben genannten Losung hinzugegeben.

3. eDpH auf 74 mit 1 mol/l Natriumhydroxid
einstellen (NaOH).

4. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

Anmerkung
Um ein Ausféllen der Losung zu verhindern, ist zusatzlich Gal-
ciumchlorid (CaCl,) langsam und unter Umrihren zuzufiigen.

Anmerkung

Wenn notig, 0,3 g Albumin aus Schweineserum (auf jeden Fall
frei von Fettsduren) auf 100 ml hinzuftigen.

11.3 Earle Medium

1. u Z5o ml gereinigtem Wasser werden 6,8 g
Natriumchlorid (NaCl), 2,2 g Natriumbicar-
bonat (NaHCO,), 0,14 g Natriumdihydrogen-
phosphatmonohydrat (NaH, PO, - H20),0,4 g
Kaliumchlorid (KCl), 0,20 g Magnesiumsulfat-
heptahydrat (MgSO, - 7HO) und 1,0 g D-Glu-
kose gegeben.

. 2 6skn von 0,20 g wasserfreien Calciumchlo-
rids (CaCl,), langsam unter Umriihren.

3. eDpH auf 74 mit 1 mol/l Natriumhydroxid
einstellen (NaOH).

4. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

Anmerkung

Vor der Inkubation an Luft: 20 mmol/I 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-
1-Aperazinyl]-ethansulfonsaure als Natriumsalz (HEPES) (5,21
g/l) hinzufiigen und den Anteil von NaHCO, auf 0,366 g/l re-
duzieren.



11.7 - Krebs-Ringer-Medium

Anmerkung

Br Dichtegradienten (» Abschn. 5.5.1is§ eine zehnfach
konzentrierte Vorratslosung bereitzustellen, indem man die
zehnfachen spezifischen Gewichte der Einzelkomponenten
verwendet, aul3er fur das Bicarbonat. Nachdem der Gradien-
tenansatz hergestellt wurde, miissen 100 ml mit 0,22 g von
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,) hinzugefiigt werden.

11.4 Hare-F-10-Medium

1. u 750 ml gereinigtem Wasser werden 7,4 g
Natriumchlorid (NaCl), 1,2 g Natriumbi-
carbonat (NaHCO,), 0,285 g Kaliumchlorid
(KCl), 0,154 g Natriumhydrogenphosphat
(Na, HPQ)), 0,153 g Magnesiumsulfathepta-
hydrat (MgSO, - 7HO), 0,083 g Kaliumdi-
hydrogenphosphat (KH, PO,) sowie 0,044 g
Calciumchloriddihydrat (CaCl, - 2H, O)und
1,1 g D-Glucose gegeben.

2. eDpH auf 74 mit 1 mol/l Natriumhydroxid
einstellen (NaOH).

3. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

Anmerkung

Vor der Inkubation an Luft: 20 mmol/I 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-
1-Aperazinyl]-ethansulfonsdure als Natriumsalz (HEPES) (5,21
g/l) hinzufiigen und den Anteil von NaHCO, auf 0,366 g/l re-
duzieren.

Anmerkung

Br Dichtegradienten (» Abschn. 5.5.1is) eine zehnfach
konzentrierte Vorratslosung bereitzustellen, indem man die
zehnfachen spezifischen Gewichte der Einzelkomponenten
verwendet, auf3er fur das Bicarbonat. Nachdem der Gradien-
tenansatz hergestellt wurde, miissen 100 ml mit 0,22 g von
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,) hinzugefiigt werden.

11.5 HanKsPufferlésung

1. u 750 ml gereinigtem Wasser werden

8,0 g Natriumchlorid (NaCl), 0,4 g Kalium-
chlorid (KCl), 0,35 g Natriumbicarbonat
(NaHCO3), 0,18 g Calciumchloriddihydrat
(CaCl, - 2H0), 0,1 g Magnesiumchloridhexa-
hydrat (MgCl, - 6H,0), 0,1 g Magnesiumsul-
fatheptahydrat (MgSO, - 7HO), 0,06 g Ka-
liumdihydrogenphosphat (KH, PQ, ),0,048 g
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Natriumdihydrogenphosphat (NaH, PO, Jund
1,1 g D-Glukose gegeben.

2. epH auf 7,4 mit 1 mol/l Natriumhydroxid
einstellen (NaOH).

3. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

11.6 HTF-MediunfHuman-Tubular-
Fluid)

= Originalrezept (Quinn et al. 1985)

1. u Z50 ml gereinigtem Wasser werden 5,931 g
Natriumchlorid (NaCl), 0,35 g Kaliumchlo-
rid(KCl), 0,05 g Magnesiumsulfatheptahydrat
(MgSO, - 7THO), 0,05 g Kaliumdihydrogen-
phosphat (KH, PQ)), 2,1 g Natriumbicarbonat
(NaHCO,), 0,5 g D-Glukose, 0,036 g of Na-
triumpyruvat, 0,3 g Calciumchloriddihydrat
(CaCl, - 2HO) und 4,0 g Natrium-DL-Laktat
(60% (v/v) Sirup gegeben.

2. ufA ml des o.g. Medium werden 10 pg Phe-
nolrot, 100 U Penicillin und 50 pg Streptomy-
cinsulfat gegeben.

3. eDpH auf 7,4 mit 1 mol/l Salzsaure (HCI).

4. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

Anmerkung

Vor der Inkubation an Luft: 20 mmol/I 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-
1-Aperazinyl]-ethansulfonsédure als Natriumsalz (HEPES) (5,21
g/l) hinzufiigen und den Anteil von NaHCO, auf 0,366 g/l re-
duzieren.

Anmerkung

Br Dichtegradienten (» Abschn. 5.5.ist eine zehnfach kon-
zentrierte Vorratslosung ber eit zu st ellen, indem man die
zehnfachen spezifischen Gewichte der Einzelkomponenten
verwendet, auBer fiir das Bi  carbonat, Pyruvat und Laktat.
Nachdem der Gradient zubereitet wurde, noch 100 ml mit
0,21 g NaHCO,, 0,0036 g Natriumpyruvat und 0,4 g Natrium-
laktat hinzufligen.

11.7 Kabs-Ringer-Medium

= Krebs-Ringer-Medium (KRM) ohne Phenolrot
1. u Z50 ml gereinigtem Wasser werden 6,9 g
Natriumchlorid (NaCl), 2,1 g Natriumbicar-
bonat (NaHCO,), 0.35 g Kaliumchlorid (KCI),
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0.32 g Calciumchloriddihydrat (CaCl, - 2H, O),
0,18 g Natriumdihydrogenphosphatdihydrat
(NaH2 PQ, - 21—&0), 0,1 g Magnesiumchlorid-
hexahydrat (MgCl, - 6H,0) und 0,9 g D-Glu-
kose gegeben.

2. eDpH auf 7,4 mit 1 mol/l Natriumhydroxid
einstellen (NaOH).

3. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

11.8 iis-gepufferte Kochsalzlosung

1. u Z50 ml gereinigtem Wasser werden 6,055 g
Tris-Base und 8,52 g Natriumchlorid (NaCl)
gegeben.

2. eiDpH auf 8,2 mit 1 mol/l Salzsaure (HCI)
anpassen.

3. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

Anmerkung

Eine 10fach konzntrierte Vorratslésung kann durch Nutzung
der z ehnfachen spezifischen Gewicht e der Komponent en
hergestellt werden. Zur Benutzung wird dann mit z ehnfach
gereinigtem Wasser verdinntund der pH-Wert entspre-
chend mit 1-molare Salzséure eingestellt.

11.9 yrode-L6sung

1. u Z50 ml gereinigtem Wasser werden 0,2 g
wasserfreies Calciumchlorid (CaCl, ),0,2 g
Kaliumchlorid (KCl), 0,05 g Dinatriumhydro-
genphosphat (Na, HPQ)), 0,2 g Magnesium-
chloridhexahydrat (MgCl, - 6H,0), 8,0 g Nat-
riumchlorid (NaCl), 1,0 g Natriumbicarbonat
(NaHCO,) und 1,0 g D-Glukose gegeben.

2. eDpH auf 7,4 mit 1 mol/l Natriumhydroxid
(NaOH) oder 1-mdarer Salzsaure (HCI) ein-
stellen.

3. ufAooo ml mit gereinigtem Wasser auffiillen.

4. el notig, 0,3 g Albumin aus Schweinese-
rum (auf jeden Fall frei von Fettsduren) auf
100 ml hinzufiigen.

11.10 &panicolaou-Farbung

Kommerziell erhal tliche F drbungen sind f iir g e-
wohnlich ausreichend, aber die F drbelgsung kann
auch im Labor hergestellt werden.

Anmerkung

Der Saur egehalt des gereinigten Wassers sollte Gberprif t

werden bevor die verschiedenen Anteile von Ethanol hinzu-
gefuigt werden. Der pH-Wert sollte 7,0 betragen.

= EA-36 (aquivalent zu EA-50)

Bestandteile Menge
1Eosin Y (Farbindex 45380) 10 g
2Bismarckbraun'Y (Farbindex 21000) 10 g

3. Hellgriin SF, gelblich (Farbindex 10 g

42095)
4Gereinigtes Wasser 300 ml
5Ethanol 95% (v/v) 2000 ml
6Phosphorwolframsaure 4 g

7. Gesattigte wassrige Losung von 0,5l

Lithiumcarbonat (>1,3 g/100 ml)

Vorratslosungen:
Folgende Farbelosungen (10%, 100 g/1) sind eparat
zu halten und wie folgt zu bereiten:
1. 6shing von 10 g Eosin Y in 100 ml gereinigten
Wassers.
2. 6shing von 10 g Bismarckbraun Y in 100 ml
gereinigten Wassers.
3. 6sling von 10 g Hellgriin SF in 100 ml gerei-
nigten Wassers.

Herstellung:

1. m2 Liter Farbelosung herzustellen, sind
50 ml der Eosinvorratslosung mit 10 ml der
Bismarckbraun-Y-Vorratslosung und 12,5 ml
der Hellgriin-SF-Vorratslosung zu mischen.

2. uf2o000 ml mit 95% (v/v) Ethanol auffiillen.

. 3 gPhosphorwolframséure hinzufiigen.

40,5 ml einer gesittigten Lithiumcarbonatlo-
sung hinzuftigen.

5. utGnischen und bei Raumtemperatur in dun-
kelbraunen, fest verstopselten Flaschen aufbe-
wahren.
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Anmerkung
Die Losung ist fiir 2-3 Monate stabil.

Anmerkung
Die Losung ist vor Gebrauch mit einem 0,45-um-Filter zu fil-
trieren

= Orange G6
Bestandteile Menge
10range G Kristalle (Farbindex 16230) 10 g
2Gereinigtes Wasser 100 ml
395% (v/v) Ethanol 1000 ml
4Phosphorwolframsédure 0,1§

Vorratslosung Nr. 1 (Orange G6, 10% (100 g/l) L6-
sung):

110 g Orange-G-Kristalle in 100 ml gereinigten
Wassers auflosen.

2. utGchitteln. Vor der Nutzung in einer dun-
kelbraunen oder mit Aluminiumfolie umhiill-
ten, gut verstopselten Flasche bei Raumtempe-
ratur fiir eine Woche stehen lassen.

Vorratslosung Nr. 2 (Orange G6, 0,5% L6sung):
1. u %0 ml der Vorratslosung Nr. 1 werden
950 ml 95% (v/v) Ethanol hinzugefiigt.
. 2 ,19g Phosphorwolframséure hinzufiigen.
. 3 ufGnischen. In einer dunkelbraunen oder mit
Aluminiumfolie umhiillten, gut verstopselten
Flasche bei Raumtemperatur aufbewahren.

Anmerkung
Vor dem Gebrauch filtern.

Anmerkung
Die Lésung ist fir 2-3 Monate stabil.

= Harris-Haemotoxilinfarbung ohne Essigsaure
Bestandteile:
1. addatoxylin (dunkle Kristalle; Farbindex
75290)
2. thEnol 95% (v/v)
3. uAdiniumammoniumdisulfatdodekahydrat
(AINH, (SO, ),- 12HO)

211 1 1

. 4 u&ksilberoxid (HgO)

Zubereitung:

1. 6skn Sie 160 g Aluminiumammoniumdisul-
fatdodekahydrat in 1600 ml gereinigten Was-
sers unter vorsichtigem Erhitzen.

. 2 0skn Sie 8 g¢ Haematoxylinkristalle in 80 ml
95% (v/v) Fthanol.

3. elfén Sie die Haematoxylinlosung zur Alumi-
niumammoniumdisulfatlésung hinzu.

4. Bden Sie die Mischung auf 95 °C.

5. tkanen Sie die Mischung von der Wirme-
quelle und fiigen Sie langsam unter Umriihren
6 g Quecksilberoxid hinzu.

Anmerkung

Die Lésung sollte jetzt eine F arbe von dunklem Purpur an-
nehmen, Feuer und R auch sollten sich dennoch nicht tber
der Flussigkeit befinden.

6.edBehilter sollte jetzt sofort in ein kaltes
Wasserbad getaucht werden.

7. t&ih, sobald die Losung erkaltet ist.

8.n diner dunkelbraunen oder mit Aluminium-
folie umhiillten, gut verstopselten Flasche bei
Raumtemperatur aufbewahren.

9. eMgstens 48 Stunden vor Benutzung stehen
lassen.

10w# Gebrauch die benétigte Menge mit der
gleichen Menge gereinigten Wassers verdiin-
nen.

11.od¢fimals filtern.

m  Scott-Leitungswasser-Ersatzlosung
Bestandteile:
13,5 g Natriumbicarbonat (NaHCO, )
220,0 g Magnesiumsulphatheptahydrat
(MgSO, - 7H, 0)
3. Eimigristalle Thymol (als eventuelles Kon-
servierungsmittel)
41000 ml gereinigtes Wasser

Anmerkung

Diese Lésung wird nur benutzt, wenn das normale Leitungs-
wasser nicht geeignet ist, den Zellnukleus blau zu farben. Die
Losung sollte regelmafig gewechselt werden, z.B. nachdem
Abspiilen von 20 bis 25 Objekttragern.
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= Saure-Ethanol-Losung
Bestandteile:
. 1 003ml Ethanol 99,5% (v/v)
22,0 ml konzentrierte Salzsaure (HCI)
3100 ml gereinigtes Wasser
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Binfiihrung

Spermien sind im Z ervikalmukus in einem fliis-
sigen M edium susp endiert. Die I nteraktion der

Spermien mi tden S ekreten des w eiblichen G e-
nitaltrakts ist f {ir der en Ub erleben und F unktion
von entscheidender B edeutung. G egenwirtig gibt
es keine praktikable Methode, die Effekte des Ute-
russekrets oder des Tubensekrets auf die Spermien
beim Menschen zu untersuchen. Zervikalmukus ist
hingegen fiir die G ewinnung und entsprechende
Untersuchungen ausreichend verfiigbar.

Beim Menschen weist das Zervixepithel unter-
schiedliche Driisenzellen auf, die sich entsprechend
ihrer Lokalisation im Z ervikalkanal nach Art und
Menge ihrer Sekretionsgranula unterscheiden und
einen Teil d es Z ervikalmukus (= Zervixschleims)
bilden. Die P roduktion des Z ervikalmukus wir d
durch dieH ormone des O vars g esteuert. 17p-
Estradiol stimuliert die ausgiebige Produktion eines
wissrigen S ekretes, wihr end P rogesteron die s e-
kretorische Aktivitdt der Epithelzellen hemmt. Die
Menge des sezernierten Zervikalmukus zeigt zykli-
sche S chwankungen. Die t dgliche Produktion von
Zervikalmukus bei gesunden Frauen im gebérfihi-
gen Alter schwankt zwis chen 500 pl wihrend der
Zyklusmitte und weniger als 100 pl in anderen Zy-
klusphasen. Neben dem Sekret der Zervikaldriisen
tragen in geringer Menge auch Endometrium- und
Tubensekret s owie mog licherweise die F - ollikel-
flissigkeit zur Gesamtheit des Zervikalmukus bei.
Daneben finden sich auch L eukozyten und a bge-
schilferte Epithelzellen des Uterus und der Zervix.

Der Zervikalmukus stellt somit ein heterogenes
Sekret dar, das {ib er 90% W asser enthilt und f ol-
gende rheologische Eigenschaften aufweist:

Viikositat (Konsistenz) hingt sowohl

von der molekularen Struktur als auch von

der Protein- und Ionenkonzentration im Zer-

vikalmukus ab. Wahrend unterschiedlicher

Zyklusphasen schwankt der Mukus in seiner

Konsistenz. In der praimenstruellen Periode

findet sich ein hoch viskdses Sekret, das haufig

reichlich Zellen enthalt, wihrend zur Zyklus-
mitte, kurz vor der Ovulation, eher eine wiss-
rige Beschaffenheit beobachtet wird. Nach
erfolgter Ovulation nimmt die Viskositdt des

Zervikalmukus bereits wieder zu.

Spinnbarkeit beschreibt die Moglichkeit,
einen Mukustropfen zu einem Faden auszu-
spinnen und stellt ein Maf3 fiir die Elastizitat
des Zervikalmukus dar.

FBrinkrautbildung bezeichnet das Aus-
maf3 und das Muster der Kristallfiguren, wenn
Zervikalmukus auf einem Objekttrager luftge-
trocknet wird (8 Abb. 12.7).

Zervikalmukus st ellt ein H ydrogel da r, dasa us
einer ho chviskosen und einer niedr  igviskosen
Komponente besteht, die sich aus Elektrolyten, or-
ganischen Substanzen und loslichen Proteinen zu-
sammensetzen. Die Komponente mit hoher Visko-
sitdt besteht aus einem makromolekularen Muzin-
geflecht, das die rheologischen Charakteristika des
Mukus beeinflusst. Das Zervikalmukusmuzin stellt
ein fibrilldres System dar, dess en einzelne U nter-
einheiten aus einem Peptidgeriist mit Oligosaccha-
ridseitenketten bestehen. Zyklische Schwankungen
der An teile einzelner S ekretbestandteile k 6nnen
die S permienpenetration u nd - tberlebenszeit
beeinflussen. Ungefihr ab dem 9. Tag e ines n or-
malen 2 8-tdgigen Zyklus k 6nnen S permien b eim
Menschen den Z ervikalmukus d urchdringen. Die
Penetrationsfihigkeit nimmt daraud in zu und er -
reicht knapp vor der Ovulation ein Maximum. Die
Penetrationsfihigkeit verringert sich anschliefend
wieder, o hne dass sic h a usgepragte V erdnderun-
gen der Mukuseigenschaften zeig en. I ndividuelle
Schwankungen im Zeitverlauf und in dem Ausmafd
der P enetrationsfihigkeit der S permien sind iib-
lich. B ewegliche S permien konnen durch Strange
des Zervikalmukus in die Z ervikalkrypten geleitet
werden, wo sie eventuell voriibergehend zurtickge-
halten werden, um anschlieffend allmahlich in die
Gebédrmutter und Tuben zu wandern.

Kommentar

Die Untersuchung der Spermien-Zervikalmukus-In-
teraktion sollte Bestandteil jeder vollstandigen Dia-
gnostik der Infertilitdt sein. Die Diagnose »patholo-
gische Spermien-Z ervikalmukus-Interaktion« kann
eine Indikation fiir eine Inseminationstherapie oder
far andere Verfahren der assistierten Reproduktion
sein.
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B Abb.12.1a-d Beispiele fiir die Farnkrautbildung von Zervikalmukus, der auf einem Glas-Objekttréger luftgetrocknet
wurde. a Farnkrautbildung: (1) primére, (2) sekundarer, (3) tertidrer und (4) quartarer Stamm (Punktwert 3). b Vorwiegend
primdre und sekundare Stamme (Punktwert 2), aber auch wenige tertidre Stimme. ¢ Atypische Farnkrautbildung (Punkt-
wert 1)d Keine Kristallisation (Punktwert 0). Die runden Strukturen sind Luftblasen. Beztiglich der Definition der Punktewer-
te » Abschn.12.3.3

12.2 @winnung und Konservierung
des Zervikalmukus

12.2.1@winnung

Nachdem die P ortio mi t einem S pekulum ein-

gestellt wur de, wird der 4 uflere Muttermund zart
mit einem T upfer g esdubert, um 4 uflere vaginale
Kontaminationen zu en tfernen. D er Z ervikalmu-
kus auflerhalb des Z ervikalkanals wird mit einem
Tupfer o der einer Z ange entfernt. Z ervikalmukus
kann durch A spiration aus der Endo zervix durch
eine der f olgenden M ethoden gewonnen werden:
mit einer speziellen Mukusspritze, einer nadellosen
Tuberkulinspritze, einer P ipette o der einem P oly-
ethylenschlauch. Der S og, der a uf das A bnahme-
instrument (beispielsweise Spritze, Schlauch) aus-
gelibt wird, sollte standardisiert werden. Erst nach-
dem die S pitze des I nstruments ungefihr 1 cm in
den Zervikalkanal vorgeschoben worden ist, sollte
aspiriert werden. Wihrend das Instrument zurtick-
gezogen wird, sollte der Unterdruck aufrechterhal-
ten werden. Erst kurz vor dem Z uriickziehen aus
dem externen Muttermund wird der S og beendet.
Wihrend das I nstrument a us dem Z ervikalkanal
entfernt wir d, ist es ra tsam, den An saugkatheter
abzuklemmen, damit keine Luftblasen oder Vagi-
nalsekret in d en gewonnenen Mukus eindringen.
Die Qualitdt des Mukus sollte, wenn immer mdg-
lich, unmi ttelbar nach der G ewinnung iib erprift

werden. Falls es zu dies em Z eitpunkt nicht mog-
lich ist, sollte der Mukus so lange gelagert werden
(» Abschn. 12.2.2, bis die Untersuchung im Labor
nachgeholt werden kann.

Kann der Mukus nicht mittzyklisch gewonnen
werden, kann die M ukus-Sekretion durch die tag-
liche Gabe von 20-50 g Ethinylestradiol 7-10 Tage
vor der Gewinnung gesteigert werden. Durch diese
Behandlung wird der Zervikalmukus wasserreicher
und weniger viskos (Eggert-Kruse et al. 1989). Die-
se Vorgehensweise kann zwar bei der B eurteilung
der S perma-Mukus-Interaktion in vi tro n titzlich
sein, sie r eflektiert a ber nic ht un bedingt die I n-
vivo-Situation des Paares, wenn keine Hormone
verabreicht werden.

12.2.1agerungind Konservierung

Der Mukus kann entweder in dem urspriinglichen
Abnahmeinstrument oder einem Keinen Réhrchen
gelagert werden, wenn ein S topfen oder eine v er-
siegelnde L aborfolie das A ustrocknen verhindert.
Das L agerungsgefif3 s ollte mog lichst w enig L uft
enthalten. Die Probe solltebei4 °C nichtlanger
als 5 Tage in einem K tihlschrank gelagert werden.
Am besten wird die M ukusprobe innerhalb von 2
Tagen verarbeitet, wobei auf jeden Fall das Intervall
zwischen G ewinnung und Testansatz festgehalten
werden muss. Rheologische Untersuchungen und
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Spermienpenetrationstests s ollten nic ht mi t ein-
gefrorenen und a nschlieflend wieder a ufgetauten
Proben durchgefiihrt werden.

12.3 Burteilung des Zervikalmukus

Die B eurteilung der Eig enschaften des Z ervikal-
mukus beinhaltet eine Bewertung der Spinnbarkeit,
der Farnkrautbildung (Kristallisation), der Konsis-
tenz (Viskositét) und des pH-Wertes. Ein B efund-
bogen fiir die B ewertung dies er P arameter nac h
einer Punk teskala und die D okumentation nac h
dem System von Moghissi (1976), das urspriinglich
auf einen Vorschlag von Insler et al. (1972) zurtick-
geht, findet sich im » Kap. 13 .

Das B eurteilungssystem b eruhta ufdem
Volumen des g ewonnenen Z  ervikalmukus
(» Abschn. 12.3.) und vier w
len, die den Z ervikalmukus ¢ harakterisieren
(» Abschn. 12.3.2bis 12.3.5) Der pH-Wert des Zer-
vikalsekrets geht nicht in die Punk tewertung ein,

eiteren V ariab-

sollte aber als ein wic htiger Faktor der Spermien-
Mukus-Interaktion bestimmt werden (Eggert-Kru-
se et al. 1993). Der hochste Punktwert fiir den Zer-
vikalmukus ist 15. Ein Punktwert iiber 10 zeigt tib-
licherweise gute Mukusverhaltnisse der Zervix an,
die eine S permienpenetration ermoglichen. Werte
unter 10 weisen auf ungiinstige Penetrationsmog-
lichkeiten fiir Spermien hin.

12.3.Wlumen

Aufgrund der Viskositit des Mukus ist die Messung
des g enauen V olumens s chwierig. D as V olumen
kann jedoch tiber die Lingsausdehnung des Mukus
innerhalb eines S chlauchs mit bekanntem Durch-
messer abgeschitzt werden.
as Polumen wird nach folgender Punkteskala

beurteilt:

Goml

£0,01-0,10 ml oder ungefihr 0,1 ml

2-0,11-0,29 ml oder ungefihr 0,2 ml

3> 0,30 ml oder ungefihr 0,3 ml oder mehr

Kasten 12.1 Bestimmung des Volumens der
gewonnenen Mukusprobe

Das Volumen des Mukusprobe (V, pl = mm3) wid
durch Multiplikation der Querschnittsflaiche

des Schlauchlumens (A, mm2) mit der
Langsausdehnung des Mukus im Katheter (L,

mm) errechnet: V= A x L. Die Querschnittsflache
ist A=mr2, wobei 1 ca. 3,142 und r der Rdius

des Lumens ist. Somit hat ein 10 cm (100 mm)
langer Muskusinhalt in einem Katheter mit 2 mm
Innendurchmesser (A= 3,142 x 1xhm=3,142mm2)
ein Volumen von A x L=3,142 mm2 x 100 mm 314
mm3=314 ul=0,31ml.

12.3.Knsistenz (Viskositat)

Die K onsistenz des Z ervikalmukus ist derw e-
sentliche Faktor, der die S permienpenetration be-
einflusst. Wihrend der Z yklusmitte gibt es wenig
Widerstand g egen die S permienpenetration, w o-
hingegen ein viskoser Muskus, wie er wihrend der
Lutealphase beobachtet wird, ein ausgeprégtes Hin-
dernis darstellt.
Die Konsistenz wird nach folgender Punkteska-
la bewertet:
6= didkfliissiger, s ehr zdher , p rdmenstrueller
Zervikalmukus
E Mukus mit mittelgradiger Zahigkeit
2= Mukus mit geringer Zihigkeit
3= wissriger, minimal visk dser, mittzyklischer
(praovulatorischer) Mukus

12.3.&nkrautbildung

DieFarnkrautbildung (8 Abb. 12.) w ird d urch
Untersuchung v on Z ervikalmukus b ewertet, d er
auf einen Glas-Objekttrager aufgebracht undluftge-
trocknet wird. Solche Préparate zeigen verschiede-
ne farnkrautdhnliche Muster der Kristallisation. Je
nach Beschaffenheit des Mukus haben die »Farne«
entweder nur einen Hauptstamm oder der Haupt-
stamm verzweigt einfach, zweifach o der dreifach,
um s ekundire, tertidre o der quartire S timme zu
bilden. Die F arnkrautbildung wir d a nhand meh-
rerer G esichtsfelder b eurteilt. D er Punk twert b e-
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Kasten 12.2 Untersuchtes Volumen bei 400-facher VergroBerung einer 100 pm tiefen

Mukusprobe

Daklumen des Mukus, das in
jedem mikroskopischen Unter-
suchungsfeld bei 400facher Ver-
groéBerung beurteilt wird, hangt von
der Flache des mikroskopischen
Gesichtsfelds (rm r2, wobei  ca. 3,142
und r der Radius des mikroskopi-
schen Felds ist) und der Tiefe der
Probe ab (hier 100 pm). Der Durdh-

stimmt sich nach dem a m ho chsten v erzweigten
Farnkrautmuster, das fiir die Probe typisch ist.

Die Farnkrautbildung kann sehr variabel sein,
z.B. in A bhingigkeit von der Dic ke des P raparats
oder der Anzahl vorhandener Zellen. Ferner kann
eine P raparation mehr ere Stadien der F arnkraut-
bildung zeigen; manchmal kénnen alle S tadien in
einem Préparat vorkommen.

Die F arnkrautbildung wir d nac hf olgender
Punkteskala bewertet:

0= keine Kristallisation

E atypische Farnkrautbildung

2= primire und sekunddre Stammbildung
3= tertidre und quartire Stammbildung

12.3.6pinnbar&it

Der Zervikalmukus wird mit einem Deckglaschen
oder einem zw eiten q uergehaltenen Ob jekttriger
beriihrt und v orsichtig a useinander gezogen. Die
Linge des sich bildenden Mukusfadens, gemessen
in cm, wird geschitzt.
Die Spinnbarkeit wird nach folgender Punkte-

skala bewertet:

0=<1cm

*1-4cm

25-8 cm

3=>9cm

messer des mikroskopischen Ge-
sichtsfelds kann mit einem Objekt-
mikrometer gemessen oder durch
Division des Durchmessers der
Apertur (freie Offnung) der Okular-
linse durch die VergréBerung der
Objektivlinse geschatzt werden.

Bei einem x40-Objektiv und
einem x10-Okular mit einer Apertur

von 20 mm hat das mikroskopische
Gesichtsfeld einen Durchmesser
von ca. 500 um (20 mm/40). In
diesem Fall ist r=250 um, r2= 62,500
pm2, 7 r2= 196.375 um2 und das
Volumen 19.637.500 pm3 oder un-
gefdhr 20 nl.

12.3.@lluldre Bestandteile

Alle Zellzahlen sollten in Z ellen pro pl angegeben
werden. Die geschitzte Anzahl der Leukozyten und
anderer Zellen im Z ervikalmukus leitet sich uibli-
cherweise von der Anzahl der entsprechenden Zel-
len p ro mikr oskopisches Feld b ei 400fac her Ver-
groflerung her (im En glischen findet sich hier fiir
die Bezeichnung pro »high power field« oder HPF).
om#f ist eine Anzahl von 10 Zellen pro Ge-
sichtsfeld bei 400facher Vergroflerung vergleichbar
mit 10 Zellen pro 20 nl, oder 500 Zellen pro ul. Da
die Anzahl der g ezéhlten Z ellen klein ist, ist der
Zahlfehler grof3. Eine W iederholungszahlung von
jeweils 10 Z ellen w eist ein en st atistischen Z hl-
fehler von 22% auf (» Tab. 2.2), so dass der wahre
Wert ir gendwo zwis chen 280 und 720 Z ellen pro
ul liegen diirfte.
Die Zellzahl wird nach folgender Punkteskala
bewertet:
& >20 Z ellen pro HPF o der > 1000 Zellen
pro pl
E 11-20 Zllen pro HPF oder 501-1.000 Zel-
len pro pl
2 1-10 Zellen pro HPF oder 1-90 Zellen pro
pl
% keine Zellen

12.3.pHNert

Der pH-Wert des Z ervikalmukus aus dem endo-
zervikalen Kanal s ollte m it p H-Papier m it einem
Messbereich von 6,0-10,0 gemessen werden. Die
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Messung sollte in situ oder an der Probe unmittel-
bar nach der Entnahme erfolgen. Falls die Messung
in si tu er folgt, ist b esondere V orsicht a ngezeigt,
um keine Verfilschung durch den niedrigeren pH-
Wert des exozervikalen Mukus zu bekommen. Das
gleiche gilt fiir die unbedingt zu vermeidende Kon-
tamination mi t V aginalsekret, w elches eb enfalls
einen sauren pH aufweist.

Spermien reagieren s ehr em pfindlich auf eine
Verinderung des pH-W erts des Z ervikalmukus.
Saurer Mukus immobilisiert die Spermien, wohin-
gegen ein alkalischer Mukus die Beweglichkeit stei-
gern kann. Stark erhohte pH-Werte (> 8,5)konnen
wiederum die V italitit der S permien negativ b e-
einflussen. Der optimale pH-Bereich fiir die Sper-
mienmigration und das Uberleben im Zervikalmu-
kus liegt zwischen 7,0 und 8,5. Dies entspricht dem
normalen pH-Bereich eines regelrechten mittzykli-
schen Zervikalmukus. Ein pH-W ert zwis chen 6,0
und 7,0 kann noch mit einer Spermienpenetration
vereinbar sein. Die S permienmotilitit ist a ber bei
einem pH-Wert des Mukus unter 6,5 dt beeintrich-
tigt. Spermien-Mukus-Interaktionstests werden oft
nicht mehr d urchgefiihrt, wenn der pH-W ert des
Mukus unter 7,0 liegt.

In einigen Fillen kann der Zervikalmukus noch
deutlich saurer sein. Dies kann auf eine pathologi-
sche Sekretion, eine bakterielle Infektion oder eine
Kontamination mit Vaginalflissigkeit hindeuten.
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Widage fiir einen Befundbogen
fiir Ejakulatuntersuchungen

Der B efundbogen a uf d er ndchsten S eite soll als
Vorlage dienen. Er er moglicht die Er fassung der
Ergebnisse der E jakulatanalyse, die nach denin
diesem M anual b eschriebenen M ethoden d urch-
gefithrt wird. D er B efundbogen ka nn mo difiziert
werden, um a bgeleitete V ariablen hinzuzuf tigen,
die sich aus den Ergebnissen der primédren Variab-
len der Ejakulatanalyse berechnen (z.B. Gesamt-
zahl der p eroxidasepositiven Zellen pro Ejakulat).
Fir Forschungszwecke konnen die D aten des B e-

fundbogens dir ekt in eine C omputerdatenbank

eingegeben und alle abgeleiteten Variablen elektro-
nisch berechnet werden.

Name:
Bt.-Nr.

Datum (Tag/Monat/Jahr)

Art der Probengewinnung (1, im Labor, 2, zu Hause)
Zitpunkt der Probengewinnung (Stunde : Minute)
Abgabeler Probe (Stunde : Minute)

Bednn der Analyse (Stunde : Minute)

Patient

lirenzzeit (Tage)
Mdikation
Shwierigkeiten bei der Probengewinnung

Ejakulat
Behandlungler Probe (z. B. Bromelain)

Pobe vollstandig? (1,vollsténdig; 2, unvollstandig)
Aissehen (1,normal; 2, nicht normal)

Konsisénz (1,normal; 2, nicht normal)
Veflussigung (1, normal; 2, nicht normal)
Ayglutinationen (1-4,A-E)

pH=>7,2]

Ylumen (ml) [>1,5]

Im Befundbogen sind mehr ere Spalten auf-
gefiihrt, in die die Er gebnisse der E jakulatunter-
suchungen v on v erschiedenen Z eitpunkten ein-
getragen w erden k 6nnen. H ierdurch k 6nnen die
Ergebnisse serieller Untersuchungen des Ejakulates
zweckmiflig a ngegeben w erden. E ventuell ist es
sinnvoll, zusétzlichen Platz auf den Ejakulatbogen
einzufiigen, um Kommentare und B eobachtungen
eintragen zu k 6nnen, die nic ht in a nderer Form
kodiert w erden. Ref erenzwerte und K onsensus-
Normgrenzen (> Kap. 8 Tab. 8.1sowie die entspre-
chenden Kommentare) werden — soweit verfiigbar
- in eckigen Klammern aufgefiihrt.
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Fortsetzung

Spermien
Gesamtzah[1¢ /Ejakulat)[>39]
Konentration (16° /ml)[>15]
Zahlfehler (%) bei weniger als 400 gezéhlten Zellen
VMalitat (% vital) [>58]
GesamtmotilitaPR + NP (%) [>40]
Pogressivmotilitdt PR (%) [>32]
Ncht-progressive Motilitat NP (%)
mmotilitat IM (%)
Normalérmen (%) [>4]
Kopdlefekte (%)
Nttelstlick-Schwanzdefekte (%)
HauptstiickSchwanzdefekte (%)
UbermaBigeZytoplasmatropfen (%)
Direkter MAR-Test IgG (%) (3 oder 10 Mn.) [< 50]
Direkter MAR-Test IgA (%) (3 oder 10 Mn.) [< 50]
Direkter IB-Test 1gG (% mit Kiigelchen) [< 50]
Direkter IB-Test IgA (% mit Kligelchen) [< 50]
Andere Zellen des Ejakulats
Peroxidase-positive Zellen, Konzentration (16 /ml)[< 1,0]
Funktion der akzessorischen Geschlechtsdriisen
ZinKpmol/Ejakulat) [>2,4]
Fuktose (umol/Ejakulat) [>13]
aGukosidase (neutral) (mU/Ejakulat) [>20]

MLA:

221
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13.2 V¥rlage fiir einen Befundbogen
fiir Zervikalmukus-Untersuchun-
gen

Name:
Bt.-Nr.
Datum des ersten Zyklustags (Tag/Monat/Jahr)
Zervikalmukus-Punktzahl (tagliche Bestimmung)
Datum(Tag/Monat/Jahr)
Yklustag
WYlumen (0, 1,2, 3)
Konsis¢nz (0, 1,2, 3)
Brnkrautbildung (0, 1,2, 3)
Spinnbarkeif0, 1,2, 3)
Zlluldre Bestandteile (0, 1,2, 3)
Gesamt-Rinktzahl (maximal 15)

bl

PBstkoital-Test

Datum
Tag/Monat/Jahr)
Zeit nach dem Koitus
(Stunden)
Vaginal- Endozervi- Vaginalpool Endozervi-
pool kaler Pool kaler Pool

Spermienkonentra-
tion (Anzahl/pl)

Spermienmotilitat
PR%)
NR%)
IM%)
MLA:

Vaginal-
pool

Endozervi-
kaler Pool
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14.2 - Die Bedeutung der Kenntnis von Messfehlern

4.1 Fehler bei der Messung der
Spermienkonzentration
4.1.1 &hler bei Zahlungen

Um die S permienkonzentration zu mess en, w er-
den die S permien in einem f estgelegten Volumen
der verdiinnten E jakulatprobe in ein er Z dhlkam-
mer gezahlt. Allerdings ist eine einzelne Z dhlung
ohne ein Maf3 fiir die Genauigkeit von begrenztem
Wert. Dies es G enauigkeitsmafd wir d d urch das
Konfidenzintervall angegeben, das eine sp ezifische
Wabhrscheinlichkeit ( den K onfidenzkoeffizienten
oder die Erfassungswahrscheinlichkeit) angibt, mit
der der wahr e Wert innerhalb des I ntervalls liegt.
Die am héufigsten genutzte Wahrscheinlichkeit ist
0,95. Dies es I ntervall wir d da nn 95%-Konfidenz-
intervall genannt, und die Enden dies es Intervalls
sind die 95%-K onfidenzgrenzen (Ar mitage et al .
2002).

Wenn Spermien zufillig tiber die Kammer ver-
teilt sind, folgt ihre Zahl in einem g egebenen Vo-
lumen der P oisson-Verteilung, mit einer V arianz
gleich der gezdhlten Zahl. Der Standardfehler (SE)
einer Z dhlung (N) ist s eine Quadra twurzel (VN),
der M essfehler (%SE) ist 100 x (VN/N) und das
95%-Konfidenzintervall (CI) ist ndher ungsweise N
+ 1,96 x SE (oder N + ~ 2x SE).

Anmerkung

Diese Werte sind nur Naherungen, da die Konfidenzgrenzen
nicht immer symmetrisch Gber die Schdtzungen verteilt sind.
Das exakte 95% -Konfidenzintervall, basierend auf den Eigen-
schaften der Poisson-Verteilung, ist 361,8-441,21 fur eine Zah-
lung von 400; 81,36-121,66 fir eine Zahlungow 100; 4,80-18,39
fur eine Zahlung v on 10; 0,025-5,52 fur eine Zéhlung v on 1
und 0,0-3,7 fiir eine Zahlung von 0.

412 Ubainstimmung von
wiederholten Zahlungen
(Replikaten)

Es w erden wiederholte Z dhlungen v on z wei v er-
schiedenen V erdiinnungen jeder E jakulatprobe
(Replikate) empfohlen, um mog liche ungleichma-
ige V erteilungen der S permien tr otz M ischung
zu berticksichtigen (» Abschn. 2.4.1 Eine doppelte
Zihlung derselben Kammer o der Z dhlungen von
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beiden Seiten einer Kammer, die a us einer einzel-
nen Verdiinnung befiillt wurden, sind keine unab-
hingigen Messwiederholungen, da hierdurch keine
Fehler in der Aufbereitung, dem Mischen oder der
Verdiinnung entdeckt werden konnen.

Es wir d er wartet, dass der U nterschied zwi-
schen una bhingigen Z dhlungen 0b etrdgt, mi t
einem S tandardfehler g leich der Quadra twurzel
der S umme b eider Z dhlungen. D anns olltez =
(N1-N2)/¥(N1 + N2 allein durch Zufall < 1,96sein;
wenn das zutriftt, konnen die Ergebnisse akzeptiert
werden. Wenn z >1,96 ist, miissen neue Replikat-
Verdiinnungen hergestellt werden. Die 8 Abb. 14.1
zeigt die akzeptablen, gerundeten Werte fiir N1-N2.

Zum Beispiel kann bei einer wiederholten Zah-
lung von durchschnittlich 200 S permien (Summe
400) der U nterschied zwis chen den M esswieder-
holungen d urchaus bis zu 39 s ein, daher k 6nnen
die beiden Zdhlungen allein durch Zufall zwischen
180,5 (200-1,5) und 219,5 (200 + 19,5) liegen.

Die@ Tab. 14.1fasst die An
@O Abb. 14.1dargestellt sind, zusammen und ka nn

gaben, die in

zur Abschitzung der Ub ereinstimmung zwis chen
Replikaten g enutzt w erden ( » Abschn. 2.8.3 und
2.11).

Fiir eine Ro utinespermienzéhlung wir d em p-
fohlen, dass mindest ens 200 S permien in jedem
Replikat gezahlt werden, so dass in sgesamt un ge-
fahr 400 Zellen gezahlt wurden; der Standardfehler
ist dann kleiner als 5% (> Tab.2.2 Bei sehr kleinen
Spermienzahlen k 6nnen gr 6f3ere S tandardfehler
unvermeidbar sein (» Abschn. 2.11.lund 2.11.2 )in
solchen Fillen sollte der M essfehler (%SE) fiir die
gezdhlte S permienzahl ( » Tab. 2.2 Hokumentiert
werden.

421 Die Bedeutung der Kenntnis von

Messfehlern

In diesem Handbuch wird grofier Wert darauf ge-
legt, eine a usreichende Anzahl v on S permien zu
zdhlen und M esswiederholungen d urchzufiihren,
die i nnerhalb b estimmter G renzen U bereinstim-
men. Dies ist notwendig, da dieses Verfahren die
Sicherheit erho ht, dass dieb estimmten K onzen-
trationen oder absoluten Zahlen nahe den wirk li-
chen (aber unbekannten) Werten liegen. Wenn zu
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B Abb.14.1 Akzeptable Unterschiede zwischen zwei Replikaten als eine Funktion der Gesamtzahl der gezédhlten Spermien.
Die Linie zeigt die maximale Differenz zwischen zwei Replikaten, die allein durch Zufall erwartet wird

wenige Spermien gezihlt werden, wird die berech-
nete Konzentration unprizise sein. Wenn es nic ht
moglich ist, eine G esamtzahl von mindestens 400
Spermien zu zéhlen, sollte das auf dem Befundbo-
gen vermerkt und der je weilige Messfehler notiert
werden (» Tab.2.2 ).

Eine ho he P rdzision wir da m b esten d urch
Zdhlung in tief en K ammern mi t gr offen R aster-
bereichen erreicht, die mehr S permien en thalten,
im Gegensatz zu Z dhlungen in flachen Kammern
mit kleinem Raster, die wenige Spermien enthalten.
Zur D urchfithrung der Z4hlung s ollte d as Ejaku-
lat ausreichend in einem Fixativ verdiinnt werden,
sodass es moglichst wenige Uberlagerungen von
nichtmotilen Zellen gibt. Das folgende Beispiel il-
lustriert den U nterschied zwischen verschiedenen
Kammern, wenn eine prazise Bestimmung einer
niedrigen S permienkonzentration in einer Ejaku-
latprobe erreicht werden soll.

Beieinerk  leinvolumigen K ammermi t
1x 1-mm-Raster, g efiillt mi t un verdiinnten S per-
mien:
= eniWlie tatsichliche Spermienkonzentration

1 x 16/ml betrigt, sind das umgerechnet 1000

Spermien pro pl oder 1 Spermium pro nl.

n eider 10 um tiefen Kammer mit einem
1 x Fmm-Raster befinden sich 10 Spermien in
dem gesamten Volumen von 10 nl

er Zdhlfehler, der mit der Zahlung von nur
10 Spermien verbunden ist, betragt 32% und
das 95%-Konfidenzintervall 10+1,96 x VN
(=10£6,2) (> Tab.22 ).

as ieite Konfidenzintervall bedeutet, dass
die tatsachliche Zahl zwischen 4 Spermien (10-
6) und 16 Spermien (10+6) in dem gesamten
Volumen von 10 nl liegen kann.

ahePwird eine Konzentration zwischen
400.000 und 1.600.000 S permien pro ml Eja-
kulat gemessen.

n detf Praxis bedeutet dies, die Messgenauig-
keit fiir ein Volumen von 50 ul betrégt 20.000
bis 80.000 S permien.

eniWWwei Replikat-Proben untersucht wer-
den, ergeben sich bei den korrespondierenden
Werten fiir 20 beobachtete Spermien aufgrund
des 22%-igen Messfehlers und des Konfidenz-
intervalls von 20+8,8 Zahlen von 11 (20-9) bis
zu 29 (20 +9) in einem Gesamtvolumen von
20 nl. Die Bestimmung der Spermienkonzen-
tration im Ejakulat ergibt Werte von 53.000/
ml bis 1.49.000/ml b zw. von 275