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1 Einleitung

Die Reproduktionsmedizin ist ein medizingeschichtlich sehr junges interdisziplinares
Fach, was die Fachgebiete Gynakologie, Urologie, Dermatologie und internistische En-
dokrinologie sowie die klinische und theoretische Reproduktionsgenetik wie auch die

basiswissenschaftlich orientierte Reproduktionsbiologie vereint (DGRM, 2008).

Besondere Brisanz erlangte die Reproduktionsmedizin, als 1978 das erste Retorten-
Baby in London geboren wurde (Steptoe und Edwards, 1978). Seither werden die Ent-
wicklungen und Fortschritte der Reproduktionsmedizin standig vor moralischen, ethi-

schen und rechtlichen Hintergrinden diskutiert.

Dabei hat gerade die Fortpflanzungsmedizin durch In-vitro-Fertilisations- (IVF-) und In-
tracytoplasmatische Spermieninjektions- (ICSI-) Behandlungen trotz aller Kritik gerade
zum Thema ungewollte Kinderlosigkeit die letzten dreillig Jahre Erstaunliches geleistet.
1991 ging man noch von einer Pravalenz der Sterilitat bei der deutschen Bevdlkerung
von etwa 15 % der Paare im reproduktionsfahigen Alter aus (Brukkert, 1991).
Wissenschaftlichen Schatzungen 2001 zufolge lag der Prozentsatz der Paare in
Deutschland, die ungewollt kinderlos sind, in den alten Bundeslandern deutlich unter
10 %, in den neuen Bundeslandern unter 5 % (Brahler et al., 2001), wahrend spater eine
reprasentative Befragung der Bevdlkerung im Alter von 18 bis 50 Jahren ergab, dass
nur 1 % der Bevolkerung von primarer Sterilitat betroffen ist (Meister et al., 2004).

Unter Sterilitat versteht man hierbei, wenn keine Schwangerschaft nach mehr als zwei-
jahrigem, regelmafligem, ungeschutztem Sexualverkehr eines Paares eintritt (ICD-10
Diagnosen: Sterilitat der Frau [N97.x], Sterilitat des Mannes [N46]). Man unterscheidet
zusatzlich die primare Sterilitat von der sekundaren: Bei der primaren war die Frau noch
nie schwanger, bei der sekundaren fanden bereits eine oder mehrere Konzeptionen

statt, eine erneute Schwangerschaft tritt aber trotz regelmafiger Kohabitation nicht ein.

Infertilitat ist definiert als die Unfahigkeit, eine Schwangerschaft bis zur Geburt eines
lebensfahigen Kindes auszutragen (Gnoth et al., 2003). Zwischen beiden Begriffen wird
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im Angelsachsischen aber nicht unterschieden und auch im deutschsprachigen Raum
werden beide Begriffe mittlerweile synonym fur Sterilitdt gebraucht, um eine Stigmati-
sierung durch den Begriff Sterilitat zu vermeiden.

Die mannliche Subfertilitat beschreibt die Einschrankung oder Unfahigkeit der Befruch-
tungsfahigkeit des Spermas (Wurfel, 2007).

Die Ursache fur Sterilitat ist vielfaltig. Bei etwa 40 % der Falle findet sie sich bei der
Frau, bei 40 % beim Mann. Eine Ursache bei beiden Partnern ist bei etwa 10 % der Be-
troffenen der Fall. Bei 10 % der Falle kann keinem der Partner eine klare Ursache zuge-

ordnet werden (Esterbauer, 2009).

Da bei einigen der ungewollt kinderlosen Paare Konzeptionsstorungen bei beiden Part-
nern zu finden sind, ist oft eine absolute Trennung in mannliche und weibliche Sterili-
tatsursachen nicht moglich (Agarwal, 2005).

Es wird aber angenommen, dass 10-20 % der Partnersterilitat durch psychogene Fakto-
ren bedingt sind (Appelt et al., 1986).

Um eine spezifische Ursache einer Fertilitatsstorung beim Mann zu finden, wird der Pa-
tient einer umfassenden andrologischen Untersuchung unterzogen. Zur klinischen Beur-
teilung der betroffenen Manner gehort eine umfangreiche Anamnese und eine korperli-
che Untersuchung mit Hodensonographie. Zur Bestimmung der mannlichen Fertilitat
werden die durch das Spermiogramm bestimmten Werte fur Spermiendichte, Spemien-
motilitat und Spermienmorphologie herangezogen (Haidl, 2006).

Weitere wichtige diagnostische MalRnahmen sind die Hormonuntersuchung zur Bestim-
mung der LH-, FSH-, Testosteron-, Estradiol-, und Prolaktinspiegel. Trotzdem bleibt bei
ca. 30 bis 50 % der Manner die Atiologie der Fertilitat unbekannt (Maier et al., 2000).

Mogliche andrologische Ursachen, die eine Subfertilitat erklaren oder zu einem einge-
schrankten Spermiogramm fuhren, waren (Steck, 2001; Esterbauer, 2009):
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. Varikozele (varizenartige Erweiterung der Venen des Plexus pampiniformis),
bei bis zu 35 % der infertilen Manner zu finden

. Kryptorchismus (Lageanomalien des Hodens, Aplasie des Keimepithels, etc.)

. Hormonstorungen (hyper- und hypogonadotroper Hypogonadismus, Schilddri-
senerkrankungen)

. Bakterielle und virale (z. B. Mumps) Infektionen

. Immunologische Erkrankungen

. Psychische Konflikte
. Allgemeinerkrankungen (Diabetes mellitus)

Exogene Einflusse wie Varikozelen, Schaden durch thermische, entzundliche, toxische
bzw. traumatische Einflisse auf Hoden, Nebenhoden und samenabflihrende Wege kon-
nen bei ca. einem Drittel der Falle zu Sterilitat oder Subfertilitat fuhren (Schill, 1981).
Ebenso konnen Stoffwechselstorungen (Ebisch et al., 2006) oder chromosomale Aber-
rationen (Ludwig et al., 2004) einen Einfluss auf die Fertilitat haben. Noch nicht ab-
schlieend geklart ist, ob durch Toxine (z.B. im Tabakrauch) die Anzahl der gesunden
Spermien abnimmt (Ramlau-Hansen et al., 2007; Paasch et al., 2008). Keinen schadli-
chen Einfluss auf die mannliche Infertilitat scheint maliger Alkoholkonsum zu haben,
wohl aber exzessives Trinken, was zu ausgepragten testikularen und endokrinologi-
schen Schaden fuhren kann (Hagemann und Haidl, 2002). Das Alter des Mannes
scheint ebenfalls eine wesentliche Rolle bei der Fertilitat einzunehmen. So reduzieren
sich das Spermavolumen und die Motilitat mit steigendem Alter. Ebenso Iasst sich eine
zunehmende Einschrankung der Spermatozoenmorphologie nachweisen (Hagemann
und Haidl, 2001). Zusatzlich beginnt ab dem 4. Lebensjahrzehnt die Testosteron-Pro-
duktion abzusinken. Bis zum 70. Lebensjahr verringern sich die Testosteron-Konzentra-
tionen im Blut um ca. 30 %. Die interdisziplinare Arbeitsgruppe ,Der alternde Mann® um
Prof. Haidl gibt im Jahr 2000 eine Entscheidungsgrenze von 12,0 nmol/l (3,5 pg/l) an,
welche nach einer neuen Studie ca. 60 % aller Manner uber 50 Jahren unterschreiten
(DPC Biermann GmbH, 2001). Auch Mutationen als Ursache fur Infertilitat werden disku-
tiert. So haben Van der Ven et al. (1996) bei 14 von 80 Patienten mit verminderter
Spermienqualitat (17,5 %) mindestens eine Mutation im CFTR-Gen nachgewiesen, was
sonst die zystische Fibrose (CF) oder Mukoviszidose bedingt.
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Tab. 1: Indikationen fur IVF-/ICSI-Behandlungen (Nach: Deutsches IVF-Register 2009)

Befunde bei der Frau fir
IVF-Behandlungen

Befunde beim Mann fiir
IVF-Behandlungen

Normal (0.p.B.) 22,64 % | Normal (0.p.B.) 47,21 %
Tubenpathologie 31,58 %

Endometriose 9,52 %

Hyperandrogenamie, 4,38 %

Polyzystisches Ovarialsyndrom

Pathologischer Zyklus 6,72 % | Eingeschranktes 30,34 %

Spermiogramm
Psychogene Faktoren 0,16 %

Sonstige (Spermienantikorper, 19,62 %
pathologischer Zervixfaktor,

Sonstige (Pathologische 22,45 %
Funktionstests, u.a.)

u.a.)
Keine Angaben 5,37 %
Befunde bei der Frau fur Befunde beim Mann fur
ICSI-Behandlungen ICSI-Behandlungen
Normal (0.p.B.) 43,66 % | Normal (0.p.B.) 7,46 %
Tubenpathologie 9,34 %
Endometriose 577 %
Hyperandrogenamie, 4,65 %
Polyzystisches Ovarialsyndrom
Pathologischer Zyklus 6,87 % | Eingeschranktes 71,47 %
Spermiogramm
Psychogene Faktoren 0,10 % | Azoospermie 3,47 %
Sonstige (Spermienantikorper, 22,44 % | Sonstige (Pathologische 17,60 %

pathologischer Zervixfaktor,

u.a.)

Funktionstests, u.a.)

Keine Angaben 717 %
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Dem deutschen IVF-Register (siehe Tabelle 1) kann man entnehmen, welche Befunde
im Jahr 2009 eine Indikation fur eine IVF- oder ICSI-Behandlung (Mehrfachindikationen)

dargestellt haben.

Laut der World Health Organisation - WHO (1992) gelten folgende Normwerte fur das

Ejakulat:

. durchschnittlich 2,6-6 ml Ejakulat, untere Grenze der Norm 2,0 ml

. pH 7,2-7,8; Verflussigungszeit 15-30 min

. 40-250 Millionen Spermatozoen/ml, untere Grenze der Norm 20 Millionen/ml

. mehr als 50 % vitale Spermatozoen

. mehr als 50 % Spermatozoen mit Vorwartsbeweglichkeit oder mehr als 25 % mit

schneller linearer Beweglichkeit 60 min. nach Probengewinnung
. mehr als 50 % Spermatozoen mit normaler Form

. 0,25-2 % Zellen der Spermiogenese

Far die Einschrankung der Spermienqualitat gelten folgende Richtlinien (WHO, 1992):

. Parvisemie bei Ejakulatvolumen unter 2 ml

. Oligozoospermie bei einer Spermiendichte von unter 20 Mio/ml

. Asthenozoospermie bei weniger als 50 % normal beweglicher Spermien

. Teratozoospermie bei weniger als 30 % Spermien mit normaler Morphologie

Bostofte et al. (1982a und 1982b) nahmen an, dass Spermiendichte und Spermienmor-
phologie am engsten mit der Fruchtbarkeit korrelieren. In ihrer ersten Untersuchung
zeigten sie den Zusammenhang zwischen der Spermiendichte und der Zeugungskraft
des Mannes (1982a). Die zweite Studie (1982b) ergab eine deutliche Korrelation zwi-
schen der Anzahl der morphologisch abnormen Spermien und der Wahrscheinlichkeit
fur das Eintreten einer Schwangerschaft. Fur Holland-Moritz und Krause (1992) galten
die vorwarts gerichtete Beweglichkeit und die Spermienmorphologie als wichtigste Pa-
rameter. 1997 zeigten Ombelet et al., dass der Einfluss der Spermienmorphologie auf

die Fruchtbarkeit von groRerer Bedeutung war als die Spermiendichte.
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit einer Charakterisierung und immunologischen
Untersuchung von Seren von Sterilitatspatienten mit Entzindungszeichen im Genital-
trakt vor Initiation einer antientzundlichen Behandlung. Von einer ,immunologischen In-
fertilitat kann man sprechen, wenn Antispermienantikorper (ASA) als Autoantikorper
beim Mann oder als Isoantikorper bei der Frau vorliegen, welche die Spermatozoen-Ei-
zell-Interaktionen und damit die Fertilisierung beeintrachtigen (Krause et al., 2002). ASA
beim Mann kdnnen eine Autoimmunkrankheit darstellen (Rose und Bona, 1993).

Die Vorlaufer der Keimzellen wandern pranatal in das zukunftige Hodengewebe als Go-
nozyten ein, ihre Differenzierung in Spermien beginnt aber erst in der Pubertat. Keim-
zellspezifische Antigene werden im Verlauf der Spermatogenese exprimiert. Aufgrund
der gleichzeitigen Ausbildung der Blut-Hoden-Schranke (BHS), entgehen sie den Tole-
ranzmechanismen des Organismus und bleiben daher Autoantigene. Zusatzlich expri-
mieren die basalen Keimzellen, die aul3erhalb der BHS liegen, auch keimzellspezifische
Antigene, welche grundsatzlich als fremd erkannt werden, aber keine Immunantwort
auslosen (Pollanen und Cooper, 1994). Diese zusatzliche Immunsupprimierung wird
wahrscheinlich durch lokale Immunsuppression ermoglicht, wobei moglicherweise ne-
ben den interstitiellen Leydig-Zellen auch Endothelzellen bei der Inaktivierung interstitiel-
ler Lymphozyten eine Rolle spielen. Aber auch systemischen Toleranzmechanismen
wird eine autoprotektive Bedeutung gegenuber auto-reaktiven T-Zellen zugeschrieben
(Tung und Teuscher, 1995). Diese Unterdrickung der Immunreaktionen im Hoden soll
verhindern, dass die mannlichen Keimzellen, die wahrend der Pubertat erstmals gebildet

werden, vom eigenen Immunsystem erkannt und bekampft werden.

Einen Zusammenbruch der Immuntoleranz gegentber Spermien und damit die Entste-
hung von ASA konnen bewirken (Witkin, 1988):

. Verlust in Zahl oder Aktivitat von T-Supressorzellen
. Verlust von T-Supressorzell aktivierenden, seminalplasmatischen Faktoren
. Veranderte Spermienantigenitat, die nicht mehr die zuverlassige Immunsuppres-

sion bewirken kann
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. Zusammenbruch der Bluthodenschranke (BHS) bzw. Invasion von Blutextravasa-
ten ins periepididymale oder periduktale Gewebe mit Inokulation von Spermien-
antigenen

Inwieweit nur hohe Konzentrationen von ASA mit Fertilitdtsstorungen assoziiert sind,
wird kontrovers diskutiert. Wahrend Abshagen et al.1998 eine hohe Konzentration pos-
tulierten, stellten Eggert-Kruse et al. 1989 dies in Frage.

Im Serum findet man Uberwiegend IgG als ASA, im Ejakulat oder im Zervixmukus IgA.
Nur wenn komplementbindende Antikorper vorliegen, hat die Art der ASA einen Einfluss
auf die Spermatozoenfunktion. Nicht reproduzierbar hingegen sind die vielen Berichte in
der alteren Literatur Uber unterschiedliche Effekte verschiedener Immunglobulinklassen
(Naz, 2004).

Die letzten Jahre haben verschiedene Wissenschaftler unterschiedliche Spermatozoen-
funktionen und ihre moglichen Storungen durch immunologische Mechanismen unter-
sucht. Im Mukustest kann man nachweisen, dass die Migration der Spermatozoen durch
das Zervikalsekret Uber eine Interaktion der an die Zelloberflache der Spermatozoen
gebundenen IgA mit den Glykoproteinmizellen des Zervikalsekrets unterbunden wird.
Daraufhin lasst sich das Shaking Phanomen beobachten, eine unphysiologische Schut-
telbewegung der Spermatozoen unter EinbufRe der progressiven Beweglichkeit (Kremer
und Jager, 1992).

Zusatzlich zu ASA wurden von Montag und van der Ven (1997) bei einer Gruppe von
Mannern, die an einer Azoospermie oder Oligoasthenoteratozoospermie (OAT) litten,
auch Anti-Testikulare-Antikorper nachgewiesen, welche in der gesunden Kontrollgruppe
nicht gefunden werden konnten. In einer weiteren Studie wiesen Montag et al. (1998)
Anti-Testikulare-Antikorper bei Patienten nach, an denen eine testikulare Spermienex-
traktion (TESE) fur eine intracytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) durchgefuhrt
wurde. Bei nur 43 % dieser Patienten fiel der durchgefuhrte IgA-ELISA zur Detektion
von ASA positiv aus. Anhand dieser Untersuchungsergebnisse stellte sich die Frage, ob
die TESE zur Autoimmunreaktion gegen Hodengewebe gefuhrt oder ob die Autoantikor-
per primar die Hodenfunktion so gestort hatten, dass eine TESE notwendig geworden

war.
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Unveroffentliche Ergebnisse einer Untersuchung von Siebmann, Montag und van der
Ven zeigten eine mogliche Korrelation zwischen dem Vorkommen von Anti-Testikularen-
Antikorpern und dem Nachweis erhohter Entzindungsparameter im Serum unfruchtba-
rer Patienten auf. In einer anderen Studie konnte die Hypothese gestutzt werden, dass
eine chronische Infektion oder Entzindung die Entstehung einer Autoimmunreaktion
gegen Hodengewebe begunstigt, da eine antiphlogistische und antibiotische Therapie in
einigen Fallen die Spermienqualitat infertiler Patienten verbessern konnte. Besonders
eindrucksvoll wurde dies bei einem Patienten beschrieben, welcher eine nichtobstruktive
Azoospermie und erhdhte Leukozytenwerte im Sperma aufwies, was eine genitale Infek-
tion vermuten lieR. Aufgrund dessen wurde der Patient 8 Wochen antiinflammatorisch
mit Diclofenac und Doxycyclin behandelt. Die folgenden Kontrollen zeigten eine vermin-
derte Leukozyten-Zahl und wenige, aber bewegliche Spermatozoen, die ausreichend an
Zahl und Qualitat waren, um bei dem Patienten zwei ICSI-Behandlungen durchzufuhren
ohne ihn einer Hodenbiopsie unterziehen zu mussen. Beim dritten 1ICSI-Versuch wurde
vorher keine antientzindliche Therapie durchgefuhrt, so dass sich wieder das Bild der
Azoospermie und Leukozytospermie zeigte (Montag, van der Ven, Haidl, 1999). Daraus
schlossen die Autoren, dass im Fall einer Azoospermie, die von einer chronischen geni-
talen Infektion begleitet wird, einige Patienten von einer anti-entztuindlichen Behandlung
vor und wahrend der ICSI profitieren. Die auf diese Weise gewonnene Anzahl der Sper-

matozoen reicht in drei von vier Fallen aus, um zu einer Schwangerschaft zu fuhren.

MHC Il Molekulle und die proinflammatorischen Cytokine Interleukin 1 und TNF-a wer-
den von Makrophagen produziert, welche 25 % der interstitiellen Zellen im adulten Ho-
den ausmachen. Diese bilden die zweitgrof3te Zellpopulation im testikularen Interstitium,
da auf 10-50 Leydig-Zellen ein Makrophage kommt (Weinbauer et al., 2000).

Verglichen mit anderen Histiozyten werden aber von den Gewebsmakrophagen im Ho-
den deutlich geringere Mengen an entzindungsfordernden Substanzen gebildet. Es be-
steht die Theorie, dass die zahlreichen cytoplasmatischen Zell-Zell-Kontakte der Ge-

websmakrophagen mit den Leydig-Zellen dabei eine Rolle spielen (Hedger, 1997).

Die WHO definiert eine Leukozytospermie ab einer Leukozytenkonzentration von mehr
als 106/ml Seminalplasma. (WHO, 1999).
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Einen Uberblick Uber die derzeit gangigen Nachweismethoden fiir Antispermien-Anti-
korper gibt die Tabelle 2. Allerdings ist keine von diesen Methoden von allen Arbeits-

gruppen akzeptiert und standardisiert (Helmershorst et al., 1999).

Tab. 2: Nachweismethoden fur Antispermienantikorper (nach: Krause, 2008)

Bezeichnung

Prinzip

Vorteile

Nachteile

Tray aggutination

Beobachtung der

Keine Reagenzien erforder-

Subjektiv, un-

test (TAT) Agglutination lich spezifisch
Enzyme linked im- | Antispermienanti- Industriell vorgefertigte Re- | Fehlende De-
muno-sorbent as- | kdrper-Bindung an | agenzien, objektive Ergeb- | finition der
say (ELISA) fixierte Antigene nisse Antigene
Mixed antiglobulin | Bindung von La- Industriell vorgefertigte Re- | Fehlende An-

reaction (MAR)
WHO-Empfehlung

texpartikeln an mo-

tile Spermatozoen

agenzien, schnelle Durch-

fuhrung

tigenspezifitat

Immunobead-Test
(IBT)

Bindung von Po-

lystyrol-beads an

Industriell vorgefertigte Re-
agenzien, schnelle Durch-

Fehlende An-
tigenspezifitat

WHO-Empfehlung | Spermatozoen fuhrung
Flowcytometrie Bindung von mar- | Hohe Genauigkeit des Pro- | Subjektiv, Im-
(FCM) kierten Immunglo- | zentsatzes Antispermienan- | munglobu-
bulinen tikdrper bindender Sperma- | linspezifisch
tozoen
Immunfluoreszenz | Bindung von mar- | Zellulare Lokalisation der Hohe Titer
kierten Immunglo- | Antispermienantikorper notwendig

bulinen in situ

sichtbar

Ein guter Entzindungsindikator, auch bei klinisch stummen Entzindungen, ist die Gra-
nulozytenelastase, welche proteolytische Schaden an den Spermatozoen verursachen
kann (Haidl et al., 2008; Henkel et al., 2007; Wolf et al., 1991; Zorn et al., 2000). Der
Normalwert der Granulozytenelastase liegt bei < 250 ng/ml Seminalplasma. Konzentra-
tionen zwischen 250 und 1000 ng/ml weisen auf eine maRige, Werte uber 1000 ng/ml
auf eine massive Entzundung hin (Haidl, 2003).
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Bei einer Entzindung des Genitaltraktes nimmt sowohl die Ejakulatqualitat (Barrat et al.,
1990; Wolff et al., 1990; Eggert-Kruse et al., 1992; Gonzales et al., 1992) als auch die
Fertilitat deutlich ab (Cohen et al., 1985; Talbert et al., 1987), wie zahlreiche Studien be-
legen. Die genaue Atiologie ist allerdings nicht geklart, weswegen die vorliegende Arbeit
untersucht, ob Autoimmunantikdrper gegen Hoden- oder Spermiengewebe bei Sterili-
tatspatienten mit Entzindungszeichen im Genitaltrakt vorliegen und ob sich die Ergeb-
nisse verallgemeinern lassen. Auch soll aufgezeigt werden, inwieweit die verschiedenen
Testungen wie Immunobeadassay, Immunfluoreszenz, ELISA oder Immunoblot fur eine
Detektierung von Antikorpern gegen Antigene des reproduktiven Traktes im klinischen
Alltag geeignet sind. Ziel soll es sein, Patienten moglichst gut zu katalogisieren, um
schon im Vorfeld eine Angabe uber eine mogliche Erfolgsrate einer antiphlogistischen

oder antibiotischen Therapie zu machen.



2. Material

2.1 Liste der Chemikalien
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Chemikalie Firma Bestellnummer

Aceton Merck 100014.101

Acrylamid Page Pharmacia Biotech 17-1302-02

Ammonium Persulfat Serva 13775

Ampuwa Fresenius Kabi 40676.00.00

Antikorper (sekundare)

Goat Anti-Human IgG sigma  iAss42
alkal. Phosphatase

Goat Anti-Human IgG FITC :Sigma | Fs512
Immunobead Rabbit Anti- ~  Irvine Scientific - 15378
Human-IgG (H+L) Reagent |

Aprotinin Sigma A 4529

BCIP Sigma B 6777

Bisacrylamid Pharmacia Biotech 17-1304 01

Bis-Benzimid Hoechst 33342

Bromphenolblau Serva 15375

BSA (Cohn Fraktion V) Serva 11925

1-Butanol Sigma Bt-105

CaCl, Sigma C-5426

Chloroform Merck 1.00983.2511

Coomassie Brilliant Blue R | Serva 17525

250

N,N-Dimethylformamid Sigma D 8654

DTT Sigma D 9779
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Chemikalie Firma Bestellnummer
EDTA Serva 11280
Essigsaure 100 % Merck 1.000.63.1011
Ethanol absolut Merck 1.00983.2511
Formalin Aldrich 25.254-9
Glycin (Elektroph. Grad) Sigma G 7403
Glucose Aldrich 15.896-8
Glycerol Merck 1.04094.0500
HCI 25 % Merck 100316.1000
KCI Sigma P 9541
KH2PO4 Sigma P 5379
Leupeptin Sigma L 8511
B-Mercaptoethanol Sigma M 6250
Methanol Merck 1.06009.1011
MgCl> Sigma 28305
MgCl,-6H,0 Sigma 28306
Milchpulver Merck 1.15363.0500
N (fluid) Aldrich 29.557-4
NaCl Merck 1.06404.1000
NaHCO; Merck 1.06329.0500
NaH2PO4 Merck 6364
NaxHPO4 Merck 6586

NaOH Merck 9137

NBT Sigma N 6639
Paraformaldehyd Sigma P 6148
PMSF Sigma P 7626
Poly-L-Lysin Sigma P 8954
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Chemikalie Firma Bestellnummer
Ponceau S Sigma P 3504
Proteinaseinhibitorcocktail | Sigma P 2714
(10X)

SDS Serva 20763
SDS-Page-Standard-Marker | Serva 39209.01
(Low-Range)

Sulfosalicylsaure Sigma S 2130
TEMED Serva 35925
Trichloressigsaure Sigma T 9159
Tris (anal. gr.) Serva 337180
Triton X Sigma X100
Tween 20 Sigma P 7949
Vectashield Vector Laborat. Inc. H 1000

2.2 Liste der Gerate und Materialien

Gerat/Material

Firma

Biofuge pico Tischzentrifuge

Heraeus Instruments, Osterode

Deckglas

Marienfeld, Deutschland

Dual Gel Caster, Mighty Small SE 245

Hoefer Scientific Instruments, S.F., USA

Einschweildgerat Polystar

Rische & Herfurth GmbH, Hamburg

Feinpipetten

200 pl—1000 pl

Labsystems, Helsinki, Finnland
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Gerat/Material

Firma

Feinwaage Sartorius

Waagen—Prumm, Koln

Gel-Blotting-Papier

Schleicher & Schill, Dassel

Gel Electrophoresis Unit, Mighty Small I
SE 250

Hoefer Scientific Instruments, S.F., USA

Grobwaage Mettler P Roon

Mettler Waagen, GmbH, Gielden, Schweiz

Inverses Mikroskop Leika DMI-RB
Objektiv: PL Fluotor x 100/1.3-0.6 Qil
Grun-/Roffilter: Bandpassfilter 450-560 nm,
Farbteiler 580 nm, Sperrfilter 590 nm
UV-Filter: Bandpassfilter 395-425 nm,
Farbteiler 425 nm, Sperrfilter 450 nm

Leica Microscopie Systeme GmbH, Wetzlar

Millipore 0,22 pm

Schleicher & Schill, Dassel

Mini-Shaker

Adolf Kiihner AG, Basel, Schweiz

Nitrozellulosemembran Protran

PorengrofRe 0,45 pm

Schleicher & Schill, Dassel

Objekttrager 76 mm x 26 mm

Engelbrecht, Edermunde

Phasenkontrastmikroskop Leica DMIRB
Objektiv: x 40

Leica Microscopie Systeme GmbH, Wetzlar

pH-Meter WTW pH 530

Wissenschaftliche Werkstatten, Weilheim

Power-Supply, Blue Power

Serva, Boehringer Ingelheim Bioproducts,

Heidelberg

Reaktionstubes (1,5 ml)

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Rundbodenrdéhrchen

Falcon 2003 (5 ml)

Becton Dickinson Lab. Franklin Lakes,
N.Y., USA

Transblott SD SEMI-DRY
Electrophoretic Transfer Cell

BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen
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Gerat/Material

Firma

Vortex, Kms 1 Minishaker

IKA-Works Inc., Wilmington, NC, USA

Wasserbad

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach

Whatman-Papier

Schleicher & Schill, Dassel

2.3 Haufig verwendete Puffer und Losungen

Acrylamid-Stock

29,22 g Acrylamid PAGE
0,78 g Bisacrylamid

ad 100 ml H20

Alkalische Phosphatase (AP) Puffer

100 mM NaCl
5mM MgCl,
100 mM Tris pH 9,5

ad 100 ml H,O
Blockpuffer

59 Milchpulver
ad 100 ml 1 x TBST

Coomassie-Farbelosung

0,25¢ Coomassie Brilliant Blue
45 ml Methanol

45 mi Aqua bidest.

10 ml Eisessig

Alkalische Phosphatase (AP)
Farbeldsung

(fdr ein Nitrozelluloseblatt

der Grof3e 8,3 cm x 5,9 cm)

10 ml AP-Puffer
66 pi NBT
33 ul BCIP

BCIP Reagenz

(5-Bromo-4chloro-3indolyl-phosphat)

0,5g BCIP

10 ml 70 % wiv
N,N-Dimethyl-formamid

BSA-PBS-Blockpuffer
3 % wiv BSA

5 % wiv
ad 11

Milchpulver
1 xPBS

Destain-Losung

45 ml Methanol
45 mi H,O
10 ml Eisessig




Elektrophorese-Puffer
0,025 M Tris

0,192 M Glycin
0,1 % SDS

(= Dodecylsulfat-Pulver)
ad 4| H20

Laemmli (SDS-Gel-Loading) Puffer
(verschiedene Konzentrationen)

fur 3 x Laemmli Puffer

0,69 SDS

0,46 g DTT-Pulver

3ml H,O

3 mi 0,5 M Tris-Puffer (pH 6,8)
3 mi Glycerol 87%

100 pl Bromphenolblau 10%

(Zur Herstellung von 1 x Laemmli

H20 im Verhaltnis 2:1 zu 3 x Laemmli
geben.

Vor Gebrauch zu 97 pl 1 x Laemmli

3 ul B-Mercaptoethanol (13,3 M) hinzu-
geben)

PBS (verschiedene Konzentrationen)
fur 1 x PBS

137 mM NaCl
2,683 mM KCI
7,348 mM NaxHPO4
1,739 mM KH2PO4
ad 11 H.O
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Formalin 2 %

29 Formalin

90 ml H.O

Titration bis Aufklaren der Losung NaOH
10 ml 10 x PBS

Titration auf pH 7,4 25 % (v/v) HCI

NBT (Nitro-Blue-Tetrazolium) Reagenz

0,5¢g NBT

10 mi 70 % wiv
N,N-Dime-thylformamid

Ponceau S Farbeldsung
(verschiedene Konzentrationen)

fur 1 x Ponceau S Farbelosung

0,2¢g Ponceau S

39 Trichloressigsaure
39 Sulfosalicylsaure
ad 100 ml  HO



Preserving-Losung
25 ml Glycerin
225 ml H.O

10 x Suspension-Puffer

200 pl 5 M NaCl

100 pl 1 M Tris-Cl pH 7,6
20 pl 0,5MEDTA pH 8
680 pl H.O

1 x Towbin-Puffer (= Blot-Puffer)

25 mM Tris

192 mM Glycin
20 % Methanol
0,037 % w/v SDS
ad 11 H.O

1,5 M Tris pH 8,8
181,65¢g Tris

800 mi H.O
Titration auf pH 8,8 HCI
ad 11 H.O
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Stop-Losung

200 pl 0,5 M EDTA (Chelator)
50 ml PBS

1 x TBST

(1 x TBS enthalt kein Tween 20)

50 mM Tris pH 8,0

150 mM NaCl

0,05 % Tween 20

ad 11 H.O

1,0 M Tris pH 6,8
1211 g Tris

800 mi H.O
Titration auf pH 6,8 HCI
ad 11 H.O

Tyrode-Stammpuffer

0,29 CaCly

0,2g KCI

0,05¢g NaH;PO,
0,2g MgCl,-6H,0
8¢ NaCl

19 NaHCO;
19 Glucose

ad 11 H.O



-28 -

2.4 Patientenseren, Ejakulate

Die 57 Patientenseren stammen von mannlichen Sterilitatspatienten mit Entzindungs-
zeichen im Genitaltrakt der andrologischen Ambulanz der Klinik und Poliklinik fur Der-
matologie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat in Bonn, welche freundlicher-
weise von Prof. Dr. G. Haidl zur Verfugung gestellt wurden.

Weitere 8 Spenderseren mit nachgewiesener Fruchtbarkeit dienen als Kontrolle.

Es erfolgt eine Vortestung der Seren mittels ELISA gegen Antispermienantikorper (Cat.
No./Kat. Nr.: 4460/4496). Eine Na-acid Konzentration von 0,1 % wird in ihnen zur Kon-

servierung angestrebt. Die Seren werden bei —25 °C gelagert.

Aus der IVF-Sprechstunde des Zentrums fur Geburtshilfe und Frauenheilkunde der
Rheinischen Friederich-Wilhelms-Universitat Bonn stammen die Ejakulate mit frischen,
nativen menschlichen Spermien fur die Immunfluoreszenz, den Immunobeadassay und

die Spermienpraparate.

Der Umgang mit den Patientenseren und —daten erfolgt nach den Richtlinien der revi-

dierten Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes (1983).

2.5 Gewebeproben

Die menschlichen Hodenproben entstammen Hodenbiopsien der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie und Allergologie (Hodenresektion uber Spermiogenese) und der Klinik und
Poliklinik fur Urologie und Kinderurologie (Hodentumorresektion) der Rheinischen Fried-
rich-Wilhelms-Universitat Bonn.

Die Mausenieren und —hoden stammen von Tieren, die artgerecht in Kafigen der Rhei-
nischen Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn gehalten und mittels cervicaler Dislokation
getotet werden. Die Genehmigungsnummer hierzu lautet K 32197-2737/3203.
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3. Methoden

3.1 SDS-PAGE und Westernblot

3.1.1 Prinzip des gekoppelten Verfahrens

Mithilfe der SDS-PAGE werden Proteinproben nach ihrem Molekulargewicht derart auf-
getrennt, dass die negativ geladenen Proteine durch das 12 %ige Polyacrylamidgel in
Richtung positiver Elektrode wandern. Dabei gelangen niedrigmolekulare Proteine
schneller zur Kathode, so dass eine Laufbande entsteht, bei der sie entsprechend ihres
Molekulargewichtes von den anderen Grof3en getrennt sind. Gleichzeitig mit den vier
Proteinproben wird ein Marker aufgetrennt, welcher der Molekulargewichtsbestimmung
dient. Die Proteinproben fungieren spater gegenuber den Patientenseren als Antigene.
HierfUr wird ein direkter Transfer der Proteinfraktionen mithilfe des Semi-Dry-Western-
blot-Verfahrens (Elektronentransfer) auf Nitrozellulosemembran hergestellt. Die Ubertra-
genen Proteinproben werden, nach einem Blockvorgang, mit dem zu untersuchenden
Patientenserum (1. Antikorper = 1. AK) zur Reaktion gebracht. Nach einem Waschvor-
gang konnen an Proteinproben gebundene 1. AK mit einem sekundarem AK (= 2. AK),
welcher gegen menschliches IgG gerichtet ist, erfasst und mittels einem Farbeverfahren
sichtbar gemacht werden. Soweit nicht speziell vermerkt, erfolgen alle Schritte bei

Raumtemperatur.

Dieses Verfahren wird dazu benutzt, bestimmte, an antigene Strukturen des mannlichen

Reproduktionstraktes bindende, Serum IgG Antikorper zu erfassen.
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3.1.2 Herstellung der Gewebeextrakte fur die SDS-Polyacrylamid Gelelektropho-

rese

3.1.2.1 Aufbereitung der Organe Hoden und Niere

Die Aufbereitung zur Extraktform erfolgt bei allen Gewebetypen (menschlicher Hoden,
Mausehoden, Mauseniere) auf die gleiche Weise.

3.1.2.1.1 Gewebszerkleinerung

In einem SDS gereinigtem und mit Ethanol ausgespultem, vorgekuhlten Morser wird
jeweils ein mit flussigem Stickstoff schockgefrorenes Gewebestlck vorsichtig moglichst
fein zerdruckt. Das feine Material wird in ein gekuhltes Eppendorf-Tube Uberfuhrt und
nochmals mit flussigem Stickstoff schockgefroren.

3.1.2.1.2 Aufbrechen der Proteine

Dem Gewebe wird im Verhaltnis 1:5 ein Suspension-Puffer-Proteinaseinhibitorcocktail-
Gemisch hinzugegeben. Bei z. B. 50 pyl Gewebe wird 240 ul H2O, 30 pl 10 x Suspensi-
on-Puffer und 30 ul 10 x Proteinaseinhibitorcocktail gemischt und 250 pl dieser Suspen-
sion dem Gewebe hinzugefligt. Dann erfolgt ein dreimaliges Schockgefrieren mit flussi-
gem Stickstoff, darauffolgendem Auftauen und Mischen, um die Gewebsmembranen

aufzubrechen.

3.1.2.1.3 Aufbereitung mit Laemmli-Losung

Der Gewebesuspension wird das halbe Volumen (= 150 pl) 3 x Laemmli-Loésung (mit
B-Mercaptoethanol versetzt) zugegeben. Anschlieend wird die Suspension fur 10 min.
bei 95°C im Wasserbad erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird sie bei 13000 rpm 10 min.
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zentrifugiert. Der Uberstand wird vorsichtig abgenommen und bei —20°C aufbewahrt.
Vor Gebrauch wird er fur 10 min. bei 95°C im Wasserbad aufgekocht.

3.1.2.2 Aufbereitung der Spermien

3.1.2.2.1 Waschen der Spermien

Die aus der IVF-Sprechstunde stammenden, mit Kulturmedium versetzten Spermien
werden mit dem neunfachem Volumen an PBS gewaschen. Nach dem Mischen erfolgt
ein 4-minutiges Zentrifugieren bei 4000 rpm. Der Uberstand wird daraufhin verworfen.

3.1.2.2.2 Aufbrechen der Proteine

Ein dem Uberstand entsprechendes Volumen (200 pl) an Suspension-Puffer wird zum
Pellet hinzugegeben und mehrmals uber eine Kanule geschert. Zu diesem wird 100 pl
3 x Laemmli-Losung hinzugeflgt und gemischt. Um die Proteine nun aufzubrechen, er-
folgt ein dreimaliges Schockgefrieren mit flissigem Stickstoff, Auftauen und Mischen.
Danach wird die Suspension fur 10 min. bei 95°C im Wasserbad erhitzt. Nach dem Ab-
kihlen erfolgt ein 10-minutiges Zentrifugieren bei 13000 rpm bis die Probe vollkommen
an Viskositat verloren hat. Die Lagerung erfolgt bei —20°C.

3.1.2.3 SDS-PAGE
Nach Gewinnung und Konzentrierung der jeweiligen Proteinextrakte wird die Proteinbe-
stimmung nach Lowry (1951) durchgefuhrt, wobei eine Endmasse von 15 ug Protein pro

Geltasche und Bahn angestrebt wird.

Die genaue Durchfuihrung der Gelelektrophorese wird unter 4.1.3 erlautert.
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3.1.2.4 Coomassie-Farbung

Das bei der Gelelktrophorese erhaltene Trenngel wird in eine Petrischale gelegt und
45 min. lang unter Schutteln mit Coomassie-Farbeldésung gefarbt. Danach wird die LO-
sung abgeschuttet und das Gel wird alle 10 min. mit Destain-Losung entfarbt, bis die
Banden gut sichtbar werden. Nun kann die erforderliche Konzentration fur die jeweilige
Proteinfraktion am Bandenmuster bestimmt werden. Zur Aufbewahrung wird das Gel in

Preserving-Losung gelegt und luftdicht abgeschlossen.

3.1.3 Erstellen des 12 % SDS-Polyacrylamidgels

Das 1971 von Laemmli entwickelte diskontinuierliche Laemmli-Gel eignet sich zur Auf-
trennung der behandelten Proteine und Peptide besonders gut, weil es die aufgetrage-
nen Fraktionen zunachst gemal der Prinzipien der Isotachophorese nach Nettoladung
im Sammelgel trennt und konzentriert. Die eigentliche elektrophoretische Auftrennung

nach GroéRe der Molekiile erfolgt erst nach dem Ubergang der Proteine ins Trenngel.

3.1.3.1 Das Trenngel (= Laufgel)

3.1.3.1.1 Zusammensetzen der Kammer

Die Kammer, in der die beiden Gelkomponenten hintereinander zum Gesamtgel polyme-
risieren, besteht aus einer 10 cm x 8 cm grof3en Aluminium-Keramikplatte und einer ex-
akt korrespondierenden Glasplatte. Durch zwei 0,75 mm dicke Spacer an den Seiten ge-
trennt, werden die mit Ethanol gereinigten Platten aufeinander gelegt. Dieses sogenann-
te Sandwich wird durch die clamp assembly zusammengehalten und so mit Glasplatte
nach vorne in den Dual Gel Caster, Mighty Small SE 245 eingespannt. Ein Taschen-
kamm wird zwischen die Platten eingefihrt und an der Unterseite des Kamms sowie
auch 5 mm darunter wird mit einem Permanent Marker eine Kennzeichnung gesetzt.

Daraufhin wird der Kamm wieder entfernt.
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3.1.3.1.2 Trenngel (= Laufgel) pipettieren

Pipettierschema fur 12 %iges Laufgel

(fur Ublicherweise zwei Gele)

3,3 ml H,O

4,0 mi Acrylamid-Mix 30 %

2,5ml 1,5 M Trispuffer pH 8,8

0,1 ml SDS 10 %

0,1 ml Ammoniumpersulfat (APS) 10 %

0,004 ml TEMED

Die Komponenten werden nach Schema bis einschlie3lich APS in Einmalréhrchen pipet-
tiert und gemischt, wobei darauf zu achten ist, dass das als Katalysator wirkende APS
taglich frisch angesetzt wird. TEMED, die Initiatorsubstanz der Polymerisation, wird erst
kurz vor dem Einfullen des Gels in die Polymerisationskammer hinzugegeben, da die
Polymerisation in diesem Moment einsetzt. Die Suspension wird bis 2 mm uber der un-
teren Markierung mit einer Kanule zwischen die Platten injiziert, wobei keine Luftblasen
entstehen sollten. Um das Gel vollstandig frei von dem als Radikalfanger wirkenden und
die Polymerisation hemmenden O3 frei zu halten und zusatzlich H,O Entzug durch Ver-
dunstung und daraus folgende Inhomogenitaten innerhalb des Gels zu minimieren, wird
das Gel mit H,O gesattigtem n-Butanol Uberschichtet. Nach 45 min. ist das Gel vollstan-

dig polymerisiert.

3.1.3.2 Das Sammelgel

Da die beiden Gelkomponenten eine unterschiedliche Funktion innehaben, besteht auch
ein Unterschied in der Zusammensetzung: Das Sammelgel beinhaltet eine geringere
Acrylamidkonzentration und nahert sich im pH-Wert starker dem Nullwert an, wodurch
sich die Proteine leichter entsprechend ihrer naturlichen Ladung in diesem grober-pori-
gen Medium sammeln konnen. Daruber hinaus wird die Polymerisationszeit durch die
stark erhohte TEMED-Konzentration wesentlich verkurzt.
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Pipettierschema fur 5 %iges Sammelgel

(fur Ublicherweise zwei Gele)

1,72 ml H.O

0,50 ml Acrylamid-Mix 30 %

0,76 mi 0,5 M Trispuffer pH 6,8

0,03 ml SDS 10 %

0,03 ml Ammoniumpersulfat (APS) 10 %
0,003 ml TEMED

Wenn das Trenngel vollstandig polymerisiert ist, wird das n-Butanol abgegossen und die
Oberflache des Trenngels grundlich mit H,O gespult. Dann wird das Sammelgel zugig
auf das Trenngel aufgetragen. Ein mit Ethanol gereinigter 0,75 mm dicker Kamm, des-
sen Abdruck nach dem Polymerisationsvorgang die Geltaschen bildet, wird in das noch
flissige Sammelgel blasenfrei eingefuhrt. Die Polymerisationszeit betragt ca. 15 min.

3.1.3.3 Vorbereiten der Proteinproben

Nach Gewinnung und Konzentrierung der einzelnen Proteinextrakte wird die Protein-
bestimmung nach Lowry (1951) durchgefuhrt, wobei eine Endmasse von 15 ug Protein
pro Geltasche und Bahn angestrebt wird. Die jeweiligen Proteinlosungen werden ent-
sprechend dieser Vorgabe eingestellt und als Aliquots in 1,5 ml Einmalreaktionsgefallen
fur 10 min. bei 95°C im Wasserbad aufgekocht. Um eine hdhere Homogenitat der aufzu-
tragenden Proteinextrakte zu erlangen, werden die Proben daraufhin fur 1 sec. bei

13000 rpm abzentrifugiert.

3.1.3.4 Auftragen der Proben in die Geltaschen

Wenn das Gel vollstandig polymerisiert ist, werden die beiden ,Sandwichs® in die Gel-

elektrophoresekammer eingespannt. Dabei entstehen zwei Kammern, die jeweils mit ca.
100 ml 1 x Elektrophoresepuffer aufgefullt werden. Bevor die Kdmme vorsichtig entfernt
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werden, werden Schablonen entlang der Kamme justiert, um die fur das blofde Auge
nicht gut zu erkennenden Kammern nicht zu verfehlen. Vor dem Auftragen der Proben
werden die Geltaschen mit 1 x Elektrophoresepuffer gespult, um alle Gelreste zu entfer-
nen. In jede Tasche werden 10 pl Proteinproben in der Reihenfolge der Tabelle 3 inji-
Ziert:

Tab. 3: Injektionsschema der Proteinproben fur die Gelelektrophorese

Kammer |Proteinprobe

1 SDS-PAGE-Standard-Marker M

Niere von Maus NiM

Hoden von Maus HoM

Hoden von Mensch HoH

Spermien von Mensch SpH

Niere von Maus NiM

Hoden von Maus HoM

Hoden von Mensch HoH

O oo N Ol a| MO DN

Spermien von Mensch SpH

-
o

SDS-PAGE-Standard-Marker M

3.1.3.5 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine

Da die beiden Gelkomponenten von verschiedener Substanz sind, muss das Span-
nungsfeld auch jeweils den Komponenten angepasst werden. Dafur wird am Netzgerat
ein Menu gewahlt, welches stromstarkegesteuert zunachst 10 min. lang fur das Sam-
melgel 20 mA (10 mA fur jedes Gel), dann 60 min. lang fur das Trenngel und den Auf-
trennungsprozess 30 mA (15 mA fur jedes Gel) aufrechterhalt. Bei beiden Prozessen
sind die restlichen Einstellungen einheitlich bei 500 V, 100 W und 100000 Vh.
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3.1.4 Blotten

Der Transfer von grof3en, durch die Gelelektrophorese aufgetrennten, Molekulen auf
einen immobilisierenden Filter wird Blotten genannt. 1975 wurde dieses Verfahren zum
ersten Mal von Southern beschrieben, dem ein DNA-Transfer von Agarosegel auf eine
Nitrozellulosemembran gelang. Spater wurde das Westernblot Verfahren zum Nachweis
von Proteinen eingefuhrt. Um Proteine aus Polyacrylamidgelen zu transferieren, veran-
derte Towbin (1979) die elektrischen Parameter. 1984 entwickelte Kyhse-Andersen das

hier verwendete Semi-Dry-Blotting.

3.1.4.1 Vorarbeiten

Beim Semi-Dry-Blotting wird ein ,Sandwich® in horizontaler Ausrichtung, bestehend aus
Towbin-Puffer getranktem Whatman-Papier und sich dazwischen befindendem Poly-
acrylamidgel und Nitrozellulosemembran, gebildet. In der Blotting Zelle ergibt sich dar-

aus von oben nach unten folgende funktionelle Reihenfolge:

Kathode
2 Lagen Whatman-Papier |
Laufgel
Nitrozellulosemembran
2 Lagen Whatman-Papier Il
Anode

Dadurch, dass die Elektroden nur durch diese wenige Millimeter dicke Schicht getrennt
sind, ergibt sich eine hohe Feldstarke und damit ein schneller Transfer. Um keine Kurz-
schliisse zwischen den einzelnen Schichten durch Uberlappungen von oben zu bekom-
men, empfiehlt sich ein von oben nach unten um ca. 1 mm zunehmender Uberlap-
pungssaum pro Schicht, wobei die Grolde des Laufgels den Bezugrahmen bildet.

Nach Abschluss des elektrophoretischen Auftrennungsprozesses wird das Sammelgel
vom Laufgel abgetrennt. Sowohl das Laufgel als auch die Nitrozellulosemembran und
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das Whatman-Papier werden fur 5 min. in Towbin-Puffer (= Blot-Puffer) aquilibriert, be-
vor sie ins Sandwich eingebaut werden. Beim Einbau ist darauf zu achten, dass jede
einzelne Komponente luftblasenfrei mit einer Walze ausgewalzt wird, um ein homoge-

nes elektrisches Feld zu erlangen, was den vollstandigen Transfer einleitet.

3.1.4.2 Blotten der Gele

Es wird ein Menu am Netzgerat gewahlt, das spannungsgesteuert eine Obergrenze von
15 V einhalt fur Blots der Grofte 8,2 cm x 5,8 cm. Ein optimaler Transfer der Proteine
vom Laufgel auf die Nitrozellulosemembran ist gewahrleistet, wenn die Spannung mog-
lichst nahe an die im Programm vorgesehenen 15 V herankommt. Halt sich die Span-
nung kontinuierlich unter 10 V, so ist das ,Sandwich® suboptimal. Bei einer Transferzeit
von 30 min. betragen die restlichen Einstellungen 250 mA, 2 W und 1000 Vh.

3.1.4.3 Farben der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S

Die allgemeine Proteinfarbung mit 1 x Ponceau S dient einerseits der Kontrolle des
Transfers, weil mit ihr die Vollstandigkeit, Homogenitat und Quantitat des Vorgangs ab-
geschatzt werden kann, andererseits konnen durch sie die als GroRenstandard wirken-
den Markerbanden mit einem permanent Marker auf der Nitrozellulosemembran ge-
kennzeichnet werden, wahrend der Farbstoff selbst im weiteren Vorgehen wieder aus-
gewaschen wird.

Nach dem Blotten wird die Nitrozellulosemembran unter Schatteln in 10 % Ponceau S-
Farbeldsung 5-10 min lang gefarbt. Die Membran wird dann mit H,O vorsichtig bis auf
die Proteinbanden entfarbt. Nach Kennzeichnung der Markerbanden und Einschatzung
der Qualitat des Gellaufs und des Westernblots wird die Membran in der Mitte zwischen
Spermien- und Nierenbande durchgeschnitten, so dass fur die Antikorperinkubation mit

einem Gel zwei Seren getestet werden kdnnen.
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3.1.4.4 Blocken der unspezifischen Bindungsstellen

Um die freien Bindungsstellen, die durch den Blotvorgang auf der Nitrozellulosememb-
ran entstanden sind, vor unspezifischer Bindung abzuschirmen, wird 1-2 Stunden lang
mit Milcheiweil3 geblockt. Dafur werden die Nitrozellulosemembranen Rucken an Ru-
cken liegend in einem Blockpufferbad geschwenkt.

3.1.4.5 Inkubation mit primarem Antikorper (1. AK)

Fir die Inkubation der Blots werden die Patientenseren im Verhaltnis 1:100 mit Block-
puffer verdinnt. Dazu werden pro Nitrozellulosemembran 24 pl Serum mit 2376 ul ge-
kihltem Blockpuffer gemischt. Die Membran wird zusammen mit dieser Suspension un-
ter Ausschluss von Luftblasen eingeschweil3t und bis zu 14 Stunden, wenigstens aber
4 Stunden lang geschdttelt.

Nach Inkubation wird die enthommene Nitrozellulosemembran 4-6 Mal je mindestens fur

5 min. in 1 x TBST unter Schutteln gewaschen.

3.1.4.6 Inkubation mit sekundarem Antikorper (2. AK)

Fur die sekundare Inkubation der Blots wird Anti-Human-IgG-alkalische-Phosphatase-
Konjugat im Verhaltnis 1:1000 mit Blockpuffer verdunnt, wofur pro Nitrozellulosemem-
bran 5 yl Anti-Human-IgG mit 4995 ul Puffer gemischt wird. Je zwei Membranen werden
Rucken an Rucken zusammen mit diesem Gemisch unter Ausschluss von Luft einge-

schweil’t und mindestens 1 Stunde lang geschuttelt.

Nach erfolgter Inkubation werden die Nitrozellulosemembranen aus der Folie entnom-
men und 4-6 Mal fur je 5 min. in 1 x TBST (pH-neutral) unter Schutteln gewaschen.



-39 -

Daraufhin werden die Membranen zur pH-Wert Anpassung mindestens 5 min. lang in
Alkalische Phosphatase-Puffer (pH 9,5) aquilibriert.

3.1.4.7 Alkalische Phosphatase Farbung

Die Nitrozellulosemembranen werden mit der kurz vorher angesetzten AP-Farbel6sung,
die homogen sein sollte, da die Farbung sonst Flecken aufweisen konnte, unter Licht-
ausschluss 10-30 min. (je nach entsprechender Farbentwicklung) gefarbt. Mithilfe der
Stop-Losung, die 5 min. einwirken sollte, wird die Farbereaktion unterbrochen. Daraufhin
werden die Membranen kurz mit H,O abgewaschen und an der Luft getrocknet. Zur Auf-
bewahrung unter Lichtausschluss werden die Nitrozellulosemembranen zwischen zwei
Filterpapieren gelegt. Fur das Protokoll wird die Farbezeit notiert (zwischen 7 und
40 min.).

3.2 Immunfluoreszenz

Der hier verwendete indirekte mikroskopische Immunfluoreszenztest ermdglicht eine
zusatzliche Charakterisierung der Antikorper gegen Antigene des reproduktiven Traktes
(ARA) neben den Ergebnissen des Westernblot.

Hierfr werden auf einem Objekttrager fixierte Spermatozoen mit Patientenserum
(1. AK) Uberschichtet und inkubiert. Nach einem Waschvorgang werden gegen mensch-
liches IgG gerichtete Antikorper (2. AK) aufgetragen, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff
angefarbt werden konnen. Falls die 2. AK in einem weiteren Waschvorgang nicht ent-
fernt werden konnen, weil sie sich an die 1. AK gebunden haben, die ihrerseits eine Bin-
dung mit Spermienstrukturen eingegangen sind, kann man mikroskopisch an diesen

Stellen ein Fluoreszieren beobachten.
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3.2.1 Erstellen und Farben der humanen Spermienpraparate

Das frisch erhaltene Ejakulat wird einmal in 1 x PBS gewaschen und bei 600 g fur

10 min. abzentrifugiert.

3.2.1.1 Fixierung

Das Pellet wird in 1 ml 2 %igem Formalin flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Dadurch werden die Spermien fixiert. Danach erfolgt ein dreimaliger 1 x PBS-Waschvor-
gang: Jeweils 10 min. lang werden die Spermien bei 4000 rpm zentrifugiert. Daraufhin
wird der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml 1 x PBS resuspendiert, wobei sich
die letzte Resuspension in ihrem Volumen der Anzahl der zu erstellenden Praparate

anpasst (20 yl Spermiensuspension pro Objekttrager).

3.2.1.2 Triton X-Bad

Die Objekttrager werden mit Methanol : Chloroform : Aceton / 1 : 1 : 1 gereinigt. Zur ad-
hasiven Immobilisation der Spermatozoen werden die Objekttrager in ein Polylysinbad
(0,1 % Poly-L-Lysin in H2O) uberfuhrt. Nach Lufttrocknen der Objekttrager werden je-
weils 10 yl Spermatozoensuspension darauf aufgetragen, mit einer Pipettenspitze aus-
gestrichen und luftgetrocknet Die Auftragungsstelle wird auf der Ruckseite des Objekt-
tragers gekennzeichnet. Es folgt eine 10 min. Uberschichtung mit 200 ul 0,5 %igem Tri-
ton X, wobei darauf zu achten ist, dass die Spermatozoen nicht weggeschwemmt wer-

den.

3.2.1.3 Inkubation mit primarem Antikorper (1. AK)

Die Triton X-Uberschichtung wird abgegossen. Daraufhin werden 20 ul mit 3 %igem
BSA-PBS-Blockpuffer verdinntes Patientenserum in einer Verdinnung 1 : 25 auf die
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ausgestrichenen Spermatozoen gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und fur eine
Stunde in der feuchten Kammer inkubiert. Nach Abwaschen des Deckglases mit PBS
erfolgt ein viermaliger Waschgang der Objekttrager mit PBS in einer Kiuvette.

3.2.1.4 Inkubation mit sekundarem Antikorper (2. AK)

0,3 pl Anti-Human-IgG-FITC Konjugate wird in 20 pyl 3 %igem BSA-PBS-Blockpuffer im
Verhaltnis 1 : 67 verdunnt auf die getrockneten Objekttrager gegeben und blasenfrei mit
einem Deckglas abgedeckt. Es erfolgt eine einstundige Inkubation in der feuchten
Kammer. Nach Abwaschen des Deckglases mit PBS wird der Objekttrager zweimal fur

je 10 min. in einer Kuvette mit PBS gewaschen.

3.2.1.5 Hoechst Bis-Benzimid 33342 Farbung

In eine 50 ml PBS enthaltende Kuvette, in der sich der Objekttrager befindet, wird 50 pl

Hoechst Bis-Benzimid 33342 gegeben. Nach 10 minatiger Farbung wird der Objekttra-

ger fur 10 min. in der Kuvette mit PBS gewaschen.

3.2.1.6 Versiegelung der Objekttrager (OT)

Zur Bewahrung der Fluoreszenzleistung werden die getrockneten OT mit einem Tropfen

Vectashield pro Deckglas versehen. Die Objekttrager werden unter Lichtausschluss auf-

bewahrt und am selben, spatestens am darauffolgenden Tag, ausgewertet.
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3.2.1.7 Mikroskopische Betrachtung

Die Spermatozoen werden unter Verwendung des 100er Objektivs mit dem Fluores-
zenzmikroskop und im Vergleich mit dem Phasenkontrastmikroskop betrachtet (siehe
Abbildung 3).

3.3 Indirekter Inmunobeadassay

Die verwendeten Immunobeadkugelchen sind mit aus Kaninchen hergestellten Antikor-
pern gegen humane Antikorper (2. AK) beschichtet. Wenn im Patientenserum Antikorper
gegen native Spermatozoenstrukturen (1. AK) vorhanden sind, konnen die 2. AK an na-
tive Spermien binden. Die AK-Kugelchen-Komplexe sind so grof3, dass man sie unter
dem Mikroskop leicht neben den Spermien erfassen kann.

Der indirekte Immunobeadtest erganzt die Ergebnisse des Westernblot und der Immun-

fluoreszenz.

3.3.1 Vorbereitung der Reagenzien

Fur Puffer | wird 0,3 g BSA (Cohn Fraktion V) ausgewogen und auf 100 ml Tyrode-
Stammpuffer aufgefullt.

Fur Puffer Il wird 5,0 g BSA (Cohn Fraktion V) ausgewogen und auf 100 ml Tyrode-
Stammpuffer aufgefullt.

Alle Puffer werden mit 0,22 pym Millipore filtriert und vor Gebrauch auf 25-35 °C im Was-
serbad erwarmt. Das Immunobead Rabbit Anti-Human Ig(H+L) Reagent wird folgender-
mafen hergestellt: Das Lyophilisat wird in 2 ml H,O geldst. Hieraus werden 0,2 ml ent-
nommen und mit Puffer | einmal gewaschen. Danach wird 4 min. lang bei 4000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Beads werden vorsichtig in Puffer II
aufgenommen. Es entsteht ca. 1 ml gebrauchsfertige Losung.
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3.3.2 Herstellung der Spermiensuspension

Gut bewegliche Spermien (optimal ist eine Spermienpraparation, wie sie fur die in vitro
Fertilisation gebrauchlich ist) werden jeweils zweimal mit Puffer | gewaschen und 4 min.
lang bei 4000 rpm zentrifugiert. Dabei ist darauf zu achten, dass sofort nach Stillstand
der Zentrifuge der Uberstand abgekippt wird, da die beweglichen Spermien sonst aus
dem Pellet entweichen konnten. Das Pellet wird in soviel Puffer Il gelost, bis eine End-

konzentration von 50 Millionen Spermien/ml erreicht ist.

3.3.3 Inkubation mit primarem Antikorper (1. AK)

In ein Eppendorftube werden 10 pl Patientenserum, 40 pl Puffer Il und 50 ul Spermien-
suspension gegeben, gemischt und fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Daraufhin wird
die Suspension jeweils zweimal in 1000 yl Puffer | gewaschen und fir 4 min. bei

4000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird dann in 100 ul Puffer Il geldst.

3.3.4 Inkubation mit sekundarem Antikorper (2. AK)

5 ul Spermiensuspension und 5 pl gut gemischte Immunobeadsuspension werden auf
einen Objekttrager gegeben, mit der Pipettenspitze miteinander vermischt, mit einem
Deckglas abgedeckt und fur 10 min. in der feuchten Kammer inkubiert.

3.3.5 Mikroskopische Betrachtung

Die Spermien werden bei 400facher Vergrolderung unter dem Phasenkontrastmikroskop
beurteilt: Der prozentuale Anteil der beweglichen Spermien, an denen zwei oder mehr
Immunobeads haften, wird bestimmt, nachdem 20 Gesichtsfelder ausgezahlt wurden.
Dabei wird die Bindung an Schwanzspitzen nicht als klinisch signifikant angesehen. Der
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Test gilt als positiv, wenn mindestens 50 % motile Spermatozoen an Immunobeads haf-
ten (siehe Abbildung 4).

4. Statistische Auswertung

Die Abhangigkeiten der Daten wurden fur die statistische Auswertung aufgrund des rela-
tiv kleinen Patientenkollektivs mit dem exakten Test von Fisher, einer Sonderform des
x>-Tests, mithilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel von Microsoft in Windows

XP errechnet.

5. Ergebnisse

5.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Auler der Gemeinsamkeit der Entzindungszeichen im Genitaltrakt war das Patienten-
kollektiv anamnestisch sehr inhomogen (siehe Tabelle 10).

5.1.1 Anamnestische und klinische Daten

10 der 57 Manner (17,54 %) waren junger als 31 Jahre. 24 Patienten (42,11 %) waren
31 Jahre bis 35 Jahre alt. 14 Seren (24,56 %) stammten von Sechsunddreil3ig- bis Vier-
zigjahrigen. 9 Proben (15,79 %) wurden von Uber Vierzigjahrigen entnommen.

Die Patienten hatten zum Teil Kinderwunsch seit bis zu 20 Jahren, 4 von ihnen (7,02 %)
gaben an, ein oder mehrere eigene Kinder zu haben. Bei 29 Mannern (50,88 %) wurde
schon mal mindestens eine Varicocele diagnostiziert, bei einem von ihnen (1,75 %) mit
Begleithydrocele. Eine Lageanomalie konnte bei 14 der Getesteten (24,56 %) erfragt
werden. Bei einem Mann (1,75 %) war eine celenartige Absetzung im Mittelstick des
rechten Nebenhodens bekannt, bei einem anderen (1,75 %) eine leichte diffuse tubulare
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Hodenatrophie beidseits, die mit Hormonen behandelt wurde, bei einem weiteren
(1,75 %) eine Hodenatrophie bei Zustand nach Hodentorsion. Bei einem Mann (1,75 %)
war eine benigne Prostatahyperplasie bekannt. Bei 2 Patienten (3,51 %) konnte eine
Hodentorsion eruiert werden, bei einem (1,75 %) eine Hodenprellung. Bei einem der
Manner (1,75 %) war ein OAT-Syndrom (Oligoasthenoteratozoospermie-Syndrom) be-
kannt, bei einem weiteren (1,75 %) eine Einschrankung der Spermatogenese, ebenfalls
bei einem (1,75 %) ein hypergonadotroper Hypogonadismus, bei einem anderen
(1,75 %) ein schwerer Testisschaden mit Spermatogenesestop und Ubergang in ein
Depopulationssyndrom. Ein Mann (1,75 %) litt an einer rezidivierenden Prostatitis, einer
(1,75 %) hatte eine Prostatitis, ein anderer (1,75 %) litt als Kind an einer schweren Nie-
renentzundung, einer (1,75 %) hatte anamnestisch bekannte pathologisch erhohte FSH-
Spiegel. Mumps in der Vergangenheit hatten 12 der Patienten (21,05 %). Eine stattge-
habte Gonorrhoe gab ein Patient (1,75 %) an. Ebenfalls bei einem Patienten (1,75 %)
war Hepatits A bekannt, ein weiterer (1,75 %) hatte eine Hepatitis A- und B-Infektion
durchgemacht. Eine Circumcision in der Kindheit wurde bei 3 Patienten (5,26 %) vorge-
nommen. Regelmafigen (beruflichen) Kontakt mit Chemikalien und Losungsmitteln hat-
ten 4 der Manner (7,02 %). Nikotinkonsum gaben 6 der Manner (10,53 %) an.

Eine Insemination hatten 6 Patienten (10,53 %), eine IVF-Behandlung 7 Patienten
(12,28 %), eine ICSI-Behandlung 6 Patienten (10,53 %) hinter sich. Eine Padutin-Be-
handlung hatten 4 Manner (7,02 %) in der Vergangenheit gehabt, eine Tamoxifen-Be-
handlung einer (1,75 %), eine HCG/HMG-Behandlung hatte ein Patient (1,75 %) hinter
sich, eine Behandlung mit Zink einer (1,75 %), eine Behandlung mit Vitamin E ebenfalls
einer (1,75 %).

5.1.2 Auswertung der Spermiogramme

Alle getesteten Patienten wiesen ein auffalliges Spermiogramm (siehe Tabellen 11 und
12) auf, wobei die Auffalligkeiten differierten. 5 Patienten (8,77 %) hatten ein erniedrig-
tes Ejakulatvolumen. Eine Probe (1,75 %) wies einen erhohten pH-Wert auf. Bei 56
Mannern (98,25 %) war die Motilitat der Spermien nicht ausreichend. 36 Patienten
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(63,16 %) hatten eine zu geringe Spermienanzahl. 53 Proben (92,98 %) wiesen nicht
genugend Spermien mit einer normalen Morphologie auf. 25 von 53 Mannern (47,17 %)
hatten erhdhte Leukozytenwerte. Die verminderte Patientenzahl bei diesem Parameter
und auch den folgenden erklart sich durch mangelnde Compliance der Patienten. Bei 19
von 44 Proben (43,18 %) war die Agglutination erhoht. Bei 5 von 44 Mannern (11,36 %)
fanden sich Makrophagen. 12 von 55 Patienten (21,82 %) wiesen erniedrigte Eosin-

Vitalwerte auf.

5.1.3 Auswertung weiterer Parameter

4 von 55 Patienten (7,27 %) wurden, wie in Tabelle 13 dargestellt, mittels ELISA positiv
auf Chlamydien IgA getestet. 10 von 56 Seren (17,86 %) wiesen, ermittelt durch ELISA,
erhohte Serumantikorperwerte auf. Bei 9 von 56 Mannern (16,07 %) wurden mittels E-
LISA erhohte Interleukin 6-Wer-te gemessen. Ein Patient aus dem Gesamitkollektiv (1,75
%) hatte erhohte Prolaktin-Werte, ein anderer Patient aus dem Gesamtkollektiv (1,75 %)
hatte erniedrigte Prolaktin-Werte. 20 von 53 Seren (37,74 %) wiesen erniedrigte Inhibin-

Werte auf.

Die Ergebnisse der Mikrobiologie der Ejakulate (siehe Tabelle 14) differierten ebenfalls
voneinander. 7 der Patienten (12,28 %) hatten kein aerobes Wachstum im Ejakulat. Ko-
lonien mit koagu-lase-negativen Staphylokokken konnten in 24 Proben (42,11 %) ange-
zuchtet werden. Bei zwei Mannern (3,51 %) fanden sich Enterokokken. Bei einem Pati-
enten (1,75 %) fanden sich Streptokokken ohne Gruppenantigennachweis, bei einem
anderen (1,75 %) Escherichia coli, bei einem weiteren (1,75 %) gram-negative Stab-
chen. Einmal (1,75 %) gab es Wachstum von Streptokokken der Gruppe B, einmal (1,75
%) von Staphylokokkus aureus. Vergriunende Streptokokken fanden sich in 5 der Pro-
ben (8,77 %). Koagulase-negative Staphylokokken und Enterokokken wurden bei zwei
Mannern (3,51 %) nachgewiesen. Bei zwei anderen Koagulase-negative Staphylokok-
ken und vergrunende Streptokokken. Ebenfalls bei zweien (3,51 %) Koagulase-negative
Staphylokokken und Streptokokken ohne Antigennachweis. Ein Mann (1,75 %) hatte
Koagulase-negative Staphylokokken und Escherichia coli im Ejakulat. 3 Patienten (5,26
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%) hatten ein Wachstum von Koagulase-negative Staphylokokken und Ureaplasma u-
realyticum. Eine Probe (1,75 %) wies Ureaplasma urealyticum und Neisseria go-
norrhoeae auf. Urea-plasma urealyticum und vergrinende Streptokokken kamen einmal
(1,75 %) vor. Bei einer Probe konnten vergrunende Streptokokken und Staphylokokkus
aureus angezuchtet werden. Eine dreifache Keimbesiedelung mit Koagulase-negativen
Staphylokokken, Ureaplasma urealyticum und Mykoplasma species war einmal (1,75 %)

nachzuweisen.

5.1.4 Ergebnisse des Westernblot im Patientenkollektiv

56 der 57 Patientenseren (98,25 %) wiesen eine positive Reaktion im Westernblot mit
humanen Hodenproteinen auf. 52 Seren (91,23 %) zeigten eine positive Reaktion mit
humanen Spermien, 46 Seren (80,70 %) eine positive Reaktion mit humanen Spermien
bei den als relevant gesehenen Banden. Alle 57 Patientenseren zeigten eine positive
Reaktion mit Hodenproteinen der Maus, 45 Patientenseren (78,95 %) zeigten eine posi-
tive Reaktion mit Nierenproteinen der Maus. Die Kontrollseren zeigten keine positive

Reaktion.

5.1.5 Ergebnisse der Immunfluoreszenz im Patientenkollektiv

Durch die Verwendung eines gegen menschliches IgG gerichteten Antikorpers (2. AK),
der mit allen primaren Antikorpern, die im Menschen produziert werden, reagiert, kann
der indirekte Immunfluoreszenztest in der klinischen Praxis relativ flexibel und kosten-
gunstig angewendet werden.

In der vorliegenden Arbeit zeigten 20 Patienten (35,09 %) eine positive Reaktion bei der
Immunfluoreszenz. Dabei wurde bei 17 Patienten (29,82 %) eine Fluoreszenz um den
Spermienschwanz, bei 2 Patienten (3,51 %) eine um den Spermienkopf und —schwanz
und bei einem Patienten (1,75 %) eine um das Aquatorialsegment beobachtet (siehe
Tabelle 16). Auch hier zeigten die Kontrollseren kein positives Ergebnis.
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5.1.6 Ergebnisse des indirekten Imnmunobeadassays im Patientenkollektiv

3 der Seren (5,26 %) ergaben ein positives Ergebnis beim indirekten Immunobead-as-
say (siehe Tabelle 16), welcher in der Praxis der Diagnostik sehr haufig eingesetzt wird.
Grundlage bildet eine Matrix, die mit IgG-spezifischen Antiglobulinen beschichtet ist,
welche an Autoantikdrper gegen Spermatozoen bindet. Spezifische Antigene lassen
sich mit dieser Methode allerdings nicht identifizieren. Bei den Kontrollseren wurde keine

positive Reaktion beobachtet.

5.2 Ergebnisse des Westernblot

Im Westernblot wurden aufgrund des Versuchsaufbaus eine groRe Anzahl Serum-1gG-
Autoantikorper detektiert, die gegen die verschiedensten Antigene des mannlichen Re-
produktionsapparates gerichtet sind.

lgG-Molekule liegen als Y-formige Monomere vor, die klein genug sind, um aus dem
Blut ins Gewebe und sogar durch die Plazenta oder die Blut-Hoden-Schranke zu diffun-
dieren. Die Gruppe der IgG ist der haufigste Isotyp im Serum und in der Extrazellular-
flussigkeit. 1gG ist fahig, Pathogene zu oppsonieren, das Komplementsystem zu aktivie-
ren und besitzt Agglutinationsfahigkeit. Ebenso kdnnen Autoantikdrper aus 1gG beste-
hen, wenn der Korper gegen eigene Korperbestandteile Antikorper bildet

In dieser Arbeit wurden die einzelnen gewebespezifschen Proteine aus menschlichen
Spermien, menschlichem Hoden, Mausehoden und Mausenieren aufgetrennt und die
Immunreaktionen jedes Antigens bestimmt. Mithilfe des mitgelaufenen Markers konnten
die Proteine nach ihrem Molekulargewicht [kDa] unterschieden werden, wahrend die
Konzentration der untersuchten Eiweil3e mit diesem biochemischen Verfahren nur relativ
bestimmt werden konnte.

Nach optischer Einschatzung wurden die nach der Farbung aufgetretenen Banden, die
die Antikorperantwort gegen das dort befindliche Protein darstellen, in sichtbar schwa-
che Banden (1), in sichtbare (2) und in sehr deutliche Banden (3) eingeteilt (siehe Abbil-
dung 1) und, orientiert am mitlaufendem Marker, nach ihrer Grof3e (kDa) in die Western-
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blot-Urdatenblatter (siehe Anhang) und die Bandenmuster (siehe Anhang) Ubertragen
und mit den Banden der anderen Gewebe verglichen.
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Abb. 1: Zwei Beispiele fur Immunobeadassays mit sichtbar schwachen, sichtbaren und
sehr deutlichen Banden

5.2.1 Relevante Banden

Als relevant wurden die folgenden Banden im Westernblot gesehen: 6, 8, 9 (= 97 kDa),
13, 17 (= 67 kDa), 22, 26, da diese entweder eine besondere Haufung der Antikorper-
reaktionen zeigten oder als relativ spezifisch fur ein Gewebe angesehen werden konn-
ten (siehe Tabelle 15).

Die genauen Definitionen der einzelnen Antikorperfraktionen werden in den Western-
blot-Urdatenblattern 1a-4a und 1b-4b (siehe Anhang) angegeben, wobei die Banden der
verschiedenen Gewebearten zur besseren Unterscheidung der Tabellen mit den Buch-
staben a-d versehen wurden.
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5.2.1.1 Reaktionen an Bande 6

Insgesamt 20 von 57 Patienten (35,09 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 6 gegen
humane Spermien. Bei 7 der Patienten (12,28 %) war es die alleinige Bande in allen
Reproduktionsgewebearten, bei 12 der Patienten (21,05 %) gab es zugleich eine Reak-
tion mit dem Hodengewebe der Maus, bei einem Patienten (1,75 %) eine Reaktion so-
wohl mit Hodengewebe der Maus als auch mit humanen Hodenproteinen.

4 Seren (7,02 %) reagierten an Bande 6 mit humanen Hodenproteinen. Bei einem
(1,75 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben. 2 (3,51 %) hatten
eine parallele Bande in Hodengewebe der Maus, einer (1,75 %) in Hodengewebe der
Maus und humanen Spermien.

30 Patienten (52,63 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 6 mit Hodenproteinen der Maus
auf. Bei 15 (26,32 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebearten, bei
12 der Patienten (21,05 %) gab es zugleich eine Reaktion mit humanen Spermien, bei
einem (1,75 %) eine mit humanem Hodengewebe, bei einem anderen (1,75 %) eine Re-
aktion mit humanem Hodengewebe und humanen Spermien.

2 Seren (3,51 %) hatten eine Reaktion an Bande 6 mit Nierenproteinen der Maus. Beide
(3,51 %) hatten auch eine parallele Bande in Hodengewebe der Maus.

5.2.1.2 Reaktionen an Bande 8

Insgesamt 10 von 57 Patienten (17,54 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 8 gegen
humane Spermien. Bei 4 der Patienten (7,02 %) war es die alleinige Bande in allen Re-
produktionsgewebearten, bei einem der Patienten (1,75 %) gab es zugleich eine Reakiti-
on mit humanem Hodengewebe, bei 2 der Patienten (3,51 %) gab es auch eine Reakti-
on mit dem Hodengewebe der Maus, bei 3 Patienten (5,26 %) eine Reaktion sowohl mit
Hodengewebe der Maus als auch mit humanen Hodenproteinen.

10 Seren (17,54 %) reagierten an Bande 8 mit humanen Hodenproteinen. Bei einem
(1,75 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben, bei einem (1,75 %)
gab es auch eine Reaktion mit humanen Spermien. 5 (8,77 %) hatten eine parallele
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Bande in Hodengewebe der Maus, 3 (5,26 %) in Hodengewebe der Maus und humanen
Spermien.

16 Patienten (28,07 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 8 mit Hodenproteinen der Maus
auf. Bei 6 (10,53 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebearten, bei
2 der Patienten (3,51 %) gab es zugleich eine Reaktion mit humanen Spermien, bei 5
(8,77 %) eine mit humanem Hodengewebe, bei 3 (5,26 %) eine Reaktion mit humanem
Hodengewebe und humanen Spermien.

3 Seren (5,26 %) hatten eine Reaktion an Bande 8 mit Nierenproteinen der Maus. Alle 3
(5,26 %) hatten auch eine parallele Bande in Hodengewebe der Maus und humanem
Hodengewebe.

5.2.1.3 Reaktionen an Bande 9 (= 97 kDa)

Insgesamt 27 von 57 Patienten (47,37 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 9 gegen
humane Spermien. Bei 2 der Patienten (3,51 %) war es die alleinige Bande in allen Re-
produktionsgewebearten, bei 6 der Patienten (10,53 %) gab es zugleich eine Reaktion
mit humanem Hodengewebe, bei 1 der Patienten (1,75 %) gab es auch eine Reaktion
mit dem Hodengewebe der Maus, bei 18 Patienten (31,58 %) eine Reaktion sowohl mit
Hodengewebe der Maus als auch mit humanen Hodenproteinen.

43 Seren (75,44 %) reagierten an Bande 9 mit humanen Hodenproteinen. Bei 4 (7,02 %)
war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben, bei 6 der Patienten
(10,53 %) gab es auch eine Reaktion mit humanen Spermien. 15 (26,32 %) hatten eine
parallele Bande in Hodengewebe der Maus, 18 Patienten (31,58 %) in Hodengewebe
der Maus und humanen Spermien.

38 Patienten (66,67 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 9 mit Hodenproteinen der Maus
auf. Bei 4 (7,02 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebearten, bei
einem der Patienten (1,75 %) gab es zugleich eine Reaktion mit humanen Spermien, bei
15 (26,32 %) eine mit humanem Hodengewebe, bei 18 Patienten (31,58 %) eine Reakti-
on mit humanem Hodengewebe und humanen Spermien.

25 Seren (43,86 %) hatten eine Reaktion an Bande 9 mit Nierenproteinen der Maus. Bei

einem Patienten (1,75 %) gab es keine parallele Bande in den anderen Gewebearten.
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Bei 2 (3,51 %) gab es eine Reaktion auch mit Hodengewebe der Maus, bei einem
(1,75 %) mit humanen Spermien. Bei 2 (3,51 %) gab es eine Reaktion mit humanen Ho-
denproteinen und Spermien, bei einem (1,75 %) mit humanen Spermien und Hodenge-
webe der Maus. 8 (14,04 %) zeigten eine Reaktion zusatzlich mit humanen Hodenprote-
inen als auch Hodengewebe der Maus. 10 der Seren (17,54 %) hatten parallele Banden
in allen getesteten Geweben.

5.2.1.4 Reaktionen an Bande 13

Insgesamt 25 von 57 Patienten (43,86 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 13 gegen
humane Spermien. Bei 7 der Patienten (12,28 %) war es die alleinige Bande in allen
Reproduktionsgewebearten, bei 7 der Patienten (12,28 %) gab es zugleich eine Reakiti-
on mit humanem Hodengewebe, bei 2 der Patienten (3,51 %) gab es auch eine Reakti-
on mit dem Hodengewebe der Maus, bei 9 Patienten (15,79 %) eine Reaktion sowohl
mit Hodengewebe der Maus als auch mit humanen Hodenproteinen.

26 Seren (45,61 %) reagierten an Bande 13 mit humanen Hodenproteinen. Bei 8
(14,04 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben, bei 7 der Patien-
ten (12,28 %) gab es auch eine Reaktion mit humanen Spermien. 2 (3,51 %) hatten eine
parallele Bande in Hodengewebe der Maus, 9 Patienten (15,79 %) in Hodengewebe der
Maus und humanen Spermien.

15 Patienten (26,32 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 13 mit Hodenproteinen der
Maus auf. Bei 2 (3,51 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebearten,
bei 2 der Patienten (3,51 %) gab es zugleich eine Reaktion mit humanen Spermien, bei
2 (3,51 %) eine mit humanem Hodengewebe, bei 9 Patienten (15,79 %) eine Reaktion
mit humanem Hodengewebe und humanen Spermien.

7 Seren (12,28 %) hatten eine Reaktion an Bande 13 mit Nierenproteinen der Maus. Bei
2 der Patienten (3,51 %) gab es keine parallele Bande in den anderen Gewebearten.
Bei einem Serum (1,75 %) gab es auch eine Reaktion mit humanen Hodenproteinen. 2
der Seren (3,51 %) zeigten eine Reaktion zusatzlich mit humanen Hodenproteinen als
auch Hodengewebe der Maus. 2 der Seren (3,51 %) hatten parallele Banden in allen
getesteten Geweben.
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5.2.1.5 Reaktionen an Bande 17 (= 67 kDa)

Insgesamt 17 Patienten von 57 (29,82 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 17 gegen
humane Spermien. Bei 5 der Patienten (8,77 %) war es die alleinige Bande in allen Re-
produktionsgewebearten, bei 7 der Patienten (12,28 %) gab es zugleich eine Reaktion
mit humanem Hodengewebe, bei 5 der Patienten (8,77 %) eine Reaktion sowohl mit
Hodengewebe der Maus als auch mit humanen Hodenproteinen.

30 Seren (52,63 %) reagierten an Bande 17 mit humanen Hodenproteinen. Bei 12
(21,05 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben, bei 7 der Patien-
ten (12,28 %) gab es auch eine Reaktion mit humanen Spermien. 6 (10,53 %) hatten
eine parallele Bande in Hodengewebe der Maus, 5 der Patienten (8,77 %) in Hodenge-
webe der Maus und humanen Spermien.

17 Patienten (29,82 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 17 mit Hodenproteinen der
Maus auf. Bei 6 (10,53 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebe-
arten, bei 6 Seren (10,53 %) gab es eine Reaktion mit humanem Hodengewebe, bei 5
der Patienten (8,77 %) eine Reaktion mit humanem Hodengewebe und humanen Sper-
mien.

9 Seren (15,79 %) hatten eine Reaktion an Bande 17 mit Nierenproteinen der Maus. Bei
3 der Patienten (5,26 %) gab es keine parallele Bande in den anderen Gewebearten.
Bei 3 der Patienten (5,26 %) gab es eine Reaktion auch mit humanen Hodenproteinen.
3 der Seren (5,26 %) zeigten eine Reaktion zusatzlich mit humanen Hodenproteinen als
auch Hodengewebe der Maus.

5.2.1.6 Reaktionen an Bande 22

Insgesamt 4 Patienten von 57 (7,02 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 22 gegen
humane Spermien. Bei 2 der Patienten (3,51 %) war es die alleinige Bande in allen Re-
produktionsgewebearten, bei 2 der Patienten (3,51 %) gab es zusatzlich eine Reaktion
mit Hodengewebe der Maus.
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5 Seren (8,77 %) reagierten an Bande 22 mit humanen Hodenproteinen. Bei 4 (7,02 %)
war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben. Einer (1,75 %) hatte eine
parallele Bande in Hodengewebe der Maus.

17 Patienten (29,82 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 22 mit Hodenproteinen der
Maus auf. Bei 14 (24,56 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebe-
arten, bei 2 der Patienten (3,51 %) gab es zusatzlich eine Reaktion mit humanen Sper-
mien, bei 1 der Patienten (1,75 %) eine Reaktion mit humanem Hodengewebe.

5 Seren (8,77 %) hatten eine Reaktion an Bande 22 mit Nierenproteinen der Maus. Bei
einem der Patienten (1,75 %) gab es keine parallele Bande in den anderen Gewebe-
arten. 4 der Seren (7,02 %) zeigten eine Reaktion zusatzlich mit Hodengewebe der
Maus.

5.2.1.7 Reaktionen an Bande 26

Insgesamt 10 Patienten von 57 (17,54 %) zeigten eine Reaktion an der Bande 26 gegen
humane Spermien. Bei 2 der Patienten (3,51 %) war es die alleinige Bande in allen Re-
produktionsgewebearten, bei 6 der Patienten (10,53 %) gab es zusatzlich eine Reaktion
mit humanem Hodengewebe, bei 2 der Patienten (3,51 %) eine Reaktion mit humanem
Hodengewebe und Hodenproteinen der Maus.

19 Seren (33,33 %) reagierten an Bande 26 mit humanen Hodenproteinen. Bei 10 Pati-
enten (17,54 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgeweben, bei 6 der
Patienten (10,53 %) gab es auch eine Reaktion mit humanen Spermien. Einer (1,75 %)
hatte auch eine parallele Bande in Hodengewebe der Maus, 2 der Patienten (3,51 %) in
Hodengewebe der Maus und humanen Spermien.

4 Patienten (7,02 %) wiesen eine Reaktion bei Bande 26 mit Hodenproteinen der Maus
auf. Bei einem (1,75 %) war es die alleinige Bande in allen Reproduktionsgewebearten,
bei einem der Patienten (1,75 %) gab es eine Reaktion mit humanem Hodengewebe,
bei 2 der Patienten (3,51 %) eine Reaktion mit humanem Hodengewebe und humanen

Spermien.
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3 Seren (5,26 %) hatten eine Reaktion an Bande 26 mit Nierenproteinen der Maus. Bei
2 der Patienten (3,51 %) gab es keine parallele Bande in den anderen Gewebearten.
Eine der Seren (1,75 %) zeigte eine Reaktion zusatzlich mit Hodengewebe der Maus.

5.2.2 Statistische Werte der Banden fiir humane Reproduktionsgewebe

Fir die als relevant erachteten Banden fur humane Hodenproteine (Banden 6, 8, 9
(= 97 kDa), 13, 17 (= 67 kDa), 22, 26) wurden die Werte Summe der Bandenstarke, Mi-
telwert, Median und Standardabweichung ermittelt und in den Statistiktabellen im An-
hang aufgefuhrt (siehe Tabelle 7).

Der Vollstandigkeit halber wurden alle statistischen Werte aller Banden der humanen
Hodenproteine (siehe Tabelle 7), Hodenproteine der Maus (siehe Tabelle. 6), der huma-
nen Spermien (siehe Tabelle 8) und der Nierenproteine der Maus (siehe Tabelle 9) in
Tabellen aufgeflihrt.

5.3 Korrelationsergebnisse

Um zu erfassen, inwieweit verschiedene Parameter der Anamnese und der Laborunter-
suchungen in Beziehung stehen, wurden jeweils zwei von ihnen mit dem exakten Test
von Fisher untersucht (siehe Abbildung 2). Dabei wurden neben Alter auch Vorerkran-
kungen berucksichtigt, die Ergebnisse des Westernblot, der Immunfluoreszenz und des
Immunobeadassays (siehe Tabelle 17). Zusatzlich die Werte der ELISA-Testungen, der
Spermiogramme und einiger anderer Laborparameter. Eine genaue Auflistung der
durchgefuhrten Berechnungen kann der Korrelationstabelle (siehe Tabelle 18) entnom-

men werden.
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5.3.1 Beispielrechnung fiir eine Korrelation

57 Seren wurden mit Westernblot getestet. 4 zeigten sowohl eine Antikorperreaktion an
der Bande 8 gegen menschliches Hodengewebe als auch humane Spermien. Jeweils 6
hatten nur eine positive Reaktion mit jeweils einem Gewebe. 41 Patienten zeigten keine
Reaktion an der Stelle der Bande 8.

Es soll gepruft werden, ob die Bande 8 im menschlichen Hodengewebe in Beziehung
steht zur Bande 8 der humanen Spermien (H,) oder nicht (Ho) = Nullhypothese.
Die Werte werden so nummeriert, dass x4 < die anderen Haufigkeiten ist.

Es wird festgelegt:
X1=4, X2=6, n1-X1=6, n>-x,=41, n=57, die restlichen Werte sind der Vierfeldertafel zu ent-
nehmen. Falls die Nullhypothese zutrifft, unterscheiden sich die Anteilswerte

X1 X2

p1 =——, p2 =—— nur zufallig voneinander.
N4 No
Bande 8 Hoden Mensch
positiv negativ
=
8 .| 4 6 10
o | =
= |3
§ || =X1 | =FN4-Xq [ =Ny
£
2
@ | > 6 41 47
© |'®
s | &
5] E =X2 | FN2-X2 | =N2
0
10 47 o7
=X =N-X =N

Abb. 2: Vierfeldertafel fur Beispielrechnung
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Ein Signifikanzniveau von 5 % sei gegeben. a= 0,05.
Fur die PrufgroRe x4 wird P(x4) folgendermalden berechnet:

sl
N2 J (X - X1 n4! Nz (n — x)!

P ()= [} T xq %! (N1 - x1)! (N2 - o)! !

n
X

Wegen P(X=x4) = 0,05 < 0,975 < P(X< x4) = 0,99 wird die Nullhypothese (Hp) abgelehnt.
Das heifdt, es besteht eine Korrelation zwischen der Bande 8 im menschlichen Hoden-

gewebe und der Bande 8 der humanen Spermien.

5.3.2 Korrelationen der Daten

Ein Zusammenhang wurde gefunden zwischen der Bande 6 der humanen Hodenprotei-
ne und dem ELISA-Test fur Chlamydien IgA.

Ebenso ergab die Berechnung eine Korrelation zwischen der Bande 8 der humanen Ho-
denproteine und der Bande 8 fur Hodenproteine der Maus.

Eine Beziehung gab es auch zwischen der Bande 8 fur humane Hodenproteine und der

Bande 8 fur humane Spermien.

Auch wurde ein Zusammenhang zwischen der Bande 9 fur humane Hodenproteine und

der Bande 9 fur Hodenproteine der Maus ermittelt.

Eine Korrelation wurde ebenfalls fur die Bande 9 fur humane Hodenproteine und der

Immunfluoreszenz gefunden.
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Bande 13 fur humane Hodenproteine und Bande 13 fur Hodenproteine der Maus schie-

nen auch in Beziehung zu stehen.

Ebenso gab es einen Zusammenhang zwischen Bande 13 fuir humane Hodenproteine
und der Bande 13 fur humane Spermien.

Bande 17 fur humane Hodenproteine und die Haufigkeit der Varicocelen korrelierten

ebenfalls miteinander.

Eine Beziehung gab es auch zwischen der Bande 17 fur humane Spermien und der Ag-

glutination.

Ein Zusammenhang zwischen der Bande 17 flir humane Spermien und niedrigen Inhi-

binwerten wurde ebenfalls errechnet

Ebenso eine Korrelation zwischen Bande 22 fur humane Spermien und Chlamydien IgA,
ermittelt durch ELISA.

Bande 22 fur humane Spermien und niedrige Inhibinwerte schienen ebenfalls in Bezie-

hung zu stehen.

Auch ein Zusammenhang zwischen Bande 22 fur humane Spermien und der Morpho-

logie der Spermien wurde errechnet

Bande 26 fur humane Hodenproteine und Bande 26 fur humane Spermien korrelierten

ebenfalls miteinander.

Trotz Korrelation der Daten kann nicht von einem Kausalzusammenhang ausgegangen
werden. Es kann mit dem exakten Test von Fisher nicht bewiesen werden, ob eine Gro-
e die andere beeinflusst oder ob beide Groften von einem eventuell dritten Merkmal

beeinflusst werden.
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Alle anderen Berechnungen, die durch die Korrelationstabelle (s. Anhang) beschrieben

werden, ergaben keine Korrelation.

6. Diskussion

Die in der vorliegenden Arbeit mit dem Westernblot, der Immunfluoreszenz und dem
Immunobeadassay getesteten, bereits mit ELISA voruntersuchten, 57 Patientenseren
von Mannern, die Entzindungszeichen im Genitaltrakt aufwiesen und allesamt auffallige
Spermiogramme erzielten, boten anamnestisch ein sehr buntes Bild. Es wurden sowohl
Varicocelen als auch Lageanomalien und Mumps eruiert. Auch Hodentorsionen, Cir-
cumcisionen, Hodenatrophien und —prellungen sowie weitere Pathologien des mannli-
chen Reproduktions- und Genitaltraktes liel3en sich finden. Ebenso Nikotinkonsum und
berufliche Exposition mit Chemikalien und Losungsmitteln. Es waren sowohl Patienten
ohne jegliche Therapie wie auch ehemalige IVF- oder ICSI-Patienten vertreten und wel-
che, die eine medikamentdse Behandlung der Infertilitat hinter sich hatten.

Yalow und Berson stellten erstmals 1959 einen Radioimmunoassay (RIA) fur Insulin
durch Hormonmarkierung mit radioaktiven Isotopen her. Um die Radioaktivitat zu umge-
hen, benutzten Nakane und Pierce 1967 Enzyme zur Markierung in der Immunhisto-
chemie. Den ersten Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) entwickelten Engvall
et al. 1971, indem sie das Verfahren der enzymatischen Markierung mit der Immobili-
sation von Antikorpern auf Oberflachen kombinierten. Die einfache Durchfluhrbarkeit er-
moglichte es der ELISA, sich sehr schnell zu einem Standardverfahren zu etablieren.
Dank der Ubertragung des ELISA-Prinzips auf standardisierte Mikrotiterplatten lieR sich
die Durchfuhrung weiter vereinfachen und eine Automatisierung entwickeln. Die ELISA
hat eine hohe Spezifitat und ermdglicht quantitative Aussagen. Allerdings sind Verlet-
zungen der Spermienmembranen und Freilegung innerer Strukturen moglich. Auch
falsch-positive Ergebnisse sind nicht selten, da die ELISA eine schlechte Sensitivitat
besitzt. AuRerdem ist keine Detektion des ASA-Isotyps und seiner physischen Lokali-

sation moglich (Mazumdar und Levine, 1998).
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Der Transfer von grof3en, durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Molekulen auf ein
Tragermaterial wird Blotten genannt. 1975 wurde dieses Verfahren von Edwin Southern
entwickelt, dem ein DNA-Transfer von Agarosegel auf eine Nitrozellulosemembran ge-
lang. Spater wurden das Northernblot zum Nachweis von RNA und das Westernblot
zum Nachweis von Proteinen in Zelllysaten eingefuhrt. Dadurch lasst sich zwar nicht
nachweisen, um welches zellulare Protein es sich bei dem nachgewiesenen Faktor han-
delt. Die Wahrscheinlichkeit fur einen bestimmten Zellbestandteil kann jedoch zum Bei-
spiel durch vorausgehende Zellfraktionierungsverfahren eingeschrankt werden. Um Pro-
teine aus Polyacrylamidgelen zu transferieren, veranderte Towbin (1979) die elektri-
schen Parameter. 1984 entwickelte Kyhse-Andersen das in dieser Arbeit verwendete
Semi-Dry-Blotting.

Dadurch, dass spezifische Antikorper als Sonde verwendet werden, konnte im Grunde
genommen das Vorhandensein jedes gewunschten Proteins nachgewiesen werden, fur
das ein Antikorper hergestellt werden kann. Vor allem die hohe Spezifitat des Western
Blot, aber auch die relativ einfache Durchfuhrung, machten dieses Verfahren zu einem
elementaren Bestandteil des molekularbiologischen Methodenspektrums. Unspezifische
Reaktionen der Antikdrper werden durch die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grole
detektiert und gegebenenfalls ausgeschlossen. Ein Nachteil der Methode ist sicherlich,
dass der Nachweis von Protein oder Proteinfragmenten, die kleiner als 5-10 kDa sind,

schwierig ist, da diese im Polyacrylamidgel nicht mehr arretiert werden konnen.

1941 verwendete Albert Coons zum ersten Mal die Immunfluoreszenz, um Antigene auf
Zellen nachzuweisen (Coons et al., 1941). Dabei war das Fluorochrom FITC uber lange
Zeit das einzig erhaltliche seiner Art. Weitere Fluorochrome wurden erst spater entdeckt,
was dazu beitrug, dass die gleichzeitige Markierung mehrerer Antigene ab dem Zeit-
punkt moglich wurde (Silverstein, 1957). Durch die Immunfluoreszenz wird die zellulare
Lokalisation der ASA sichtbar. Allerdings lassen sich damit keine spezifischen Antigene
identifizieren. Ebenso ist damit die Zahl der an der Reaktion beteiligten Antigen- oder
Antikorpermolekule nicht zu eruieren. Genauso wenig eine Unterscheidung zwischen

klinisch relevanten und bedeutungslosen Antikorpern. Es kann lediglich der ASA-Titer
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nachgewiesen werden, das heift, welche Immunglobulin-Klassen beteiligt sind und wie
viele Spermatozoen prozentual positiv reagieren (Helmershorst et al., 1999).

Fir den Nachweis von ASA wird der Immunobeadassay (IBT) zusammen mit dem Mi-
xed antiglobulin reaction Test (MAR) von der WHO 1999 empfohlen. Krapez et al. fuhr-
ten 1998 eine Umfrage bei den reproduktionsmedizinischen Zentren in Grof3britannien
durch, welche bestatigte, dass in der Praxis am haufigsten der MAR-Test oder der IBT
angewendet wurden, da beide Tests einfach durchzufuhren sind und deren Reagenzien
als Kit geliefert werden. Die mit Antiglobulinen versehenen Beads heften sich an ASA,
die an die Spermatozoenoberflache sowohl von beweglichen als auch unbeweglichen
Spermien gebunden sind. Allerdings lassen sich mit beiden Tests keine spezifischen
Antigene identifizieren oder klinisch relevante von nicht-relevanten ASA unterscheiden.
Dafur ist es moglich, die Tests mit unterschiedlichen Immunglobulinklassen oder als in-
direkte Tests mit Spender-Spermatozoen durchzufihren. Es bestehen aber grof3e intra-
und interindividuelle Unterschiede bei den Ergebnissen der Tests, weswegen eine Stan-
dardisierung nicht madglich ist (Bohring und Krause, 1999). Dafur verfugt der IBT uUber
eine gute Sensitivitat und Spezifitat (Mazumdar und Levine, 1998).

Nachdem in der vorliegenden Arbeit die Patientendaten mit den erhobenen Laborwerten
verglichen wurden, wurden mittels dem exakten Test von Fisher verschiedene Korrelati-
onen gefunden. Einige der als relevant erachteten Banden der humanen Hodenproteine
(Banden 6, 8, 9, 13, 17, 22, 26) zeigten eine Korrelation mit dem ELISA-Test fur Chla-
mydien IgA, der Immunfluoreszenz, der Haufigkeit der Varicocelen, Banden fur humane
Spermien oder Hodenproteine der Maus. Einige der als auffallig bewerteten Banden fur
humane Spermien (Banden 6, 8, 9, 13, 17, 22, 26) widerum korrelierten mit der Aggluti-
nation im Spermiogramm, niedrigen Inhibinwerten, Chlamydien IgA, ermittelt durch ELI-
SA oder der Morphologie der Spermien.

Genau definiert waren die Molekulargewichte der Bande 9 bei 97 kDa und der Bande 17
bei 67 kDa.
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Ein 67 kDa grol3es Protein wurde von Dedy 2003 isoliert, was in mindestens 7 Fragmen-
ten mit Serumalbumin der Maus Ubereinstimmte, woraus man schloss, dass es sich bei
dem hier isolierten Antigen wahrscheinlich um ein Albumin oder ein anderes struktur-
ahnliches Protein handelte. Bereits 1986 haben Cheng und Bardin ein immunologisch
mit dem Albumin verwandtes Protein namens Testibumin aus testikularem Gewebe von
Ratten isoliert, was ihm mit einem Molekulargewicht von 69 kDa und den pl zwischen
4,5 und 4,85 ahnelte. Dieses auch als CMB-1 bezeichnete Protein konnte in hoher Kon-
zentration in Hoden und Nebenhoden nachgewiesen werden. Den Beweis, dass Albu-
min im Hoden vorkommt, erbrachten Gelly et al. (1994) durch immunhisto-chemische
Farbungen prapubertarer Rattenhoden. Hierbei fiel auf, dass insbesondere Spermato-
gonien, primare Spermatozyten und Sertolizellen Albumin angereichert hatten. 1993
postulierten Jarvi et al., dass Albumin im Hoden als Ko-Faktor bei der Stimulation der
Spermienmotilitat durch den Plattchen-aktivierenden Faktor (PAF) fungiert.

Yamamoto et al. zeigten 1994, dass Albumin eine wichtige Rolle bei der endokrinen Re-
gulation der Reproduktion spielt, da es am Transport von Androgenen aus dem peritu-
bularen Raum in die intratubularen Flussigkeiten von Hoden und Nebenhoden beteiligt

ist.

Eine partielle Charakterisierung eines 41 kDa grof3en Proteins mit einem pl von 4,7, ei-
ner Affinitdt zu Cibacron® Blue 3G-A und einer Prazipitation in Anwesenheit von
Dextransulfat konnte durch Bonrath (2003) erreicht werden. Aufgrund dessen, dass le-
diglich erst ein Bruchteil der im Hoden vorkommenden Proteine mittels Peptidsequenzie-
rung schon eindeutig identifiziert worden sind, konnte keine vollstandige Charakterisie-
rung vorgenommen werden. Hierfir werden noch weitere Untersuchungen notwendig
sein. Es zeigte sich aber, dass das isolierte Hodenantigen nur mit Hodengewebe, nicht
aber mit den Kontrollgeweben Hirn, Nebenhoden, Ovar, Spermien oder Niere reagierte.
Werden auch bei weiteren infertilen Mannern Antikorper gegen dieses Protein gefunden,

so kann ein klinischer Zusammenhang angenommen werden.

Ohtani et al. (1993) schloss aus seiner Arbeit mit einer Proteindisulfid Isomerase (PDI)
Isoform, dass diese eine entscheidende Rolle bei der Spermiogenese und der epidy-

malen Reifung der Spermatozoen spielt.
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Ein multifunktionales Protein, was als Proteindisulfid Isomerase (mus musculus) mit ei-
nem Molekulargewicht von 56,6218 kDa, pl 5,99 identifiziert wurde, wurde 2003 von Ko-

nig isoliert und als reaktives Antigen charakterisiert.

Bohring und Krause identifizierten im Jahr 1999 Spermamembranantigene mit folgenden
Molekulargewichten: 18 kDa, 29 kDa, 32 kDa, 35 kDa, 42 kDa, 50 kDa, 55 kDa, 72 kDa,
85 kDa und 110 kDa. Aufgrund der Mikroheterogenitat der eindimensionalen elektro-
phoretischen Auftrennung ist eine Zuordnung von Antikdrpern zu einem einzelnen defi-
nierten Antigen kaum moglich. Daher bedurfte es der Entwicklung der zweidimensiona-
len Gelelektrophorese, wobei die erste Dimension nach dem isoelektrischen Punkt auf-
trennt, die zweite Dimension nach MolekulgroRe, wodurch bestimmte Proteine isoliert
werden konnen. Bohring und Krause bemerkten 2001, dass bestimmte Antigene haufi-
ger bei den primaren Fertilitatsstorungen vorkommen, andere wiederum bei den Zu-

stdnden nach Vasektomie.

Der Bereich um 97 kDa, in dieser Arbeit Bande 9 genannt, hebt sich durch vermehrte
Antikorperreaktionen ab. Ein Zusammenhang zwischen humanen Hodenproteinen und
Hodenproteinen der Maus, wie auch zwischen humanen Hodenproteinen und der Im-
munfluoreszenz, konnte gefunden werden. Auch die Bande 8 mit einem Molekularge-
wicht von schatzungsweise 100-105 kDa, zeigte eine Korrelation zwischen humanen
Hodenproteinen und Hodenproteinen der Maus, zusatzlich aber auch zwischen huma-
nen Hodenproteinen und humanen Spermien. Die Bande 6, die dem Molekulargewicht
von 110-115 kDa entsprechen durfte, gab einen Hinweis auf einen Zusammenhang der
Antikorper gegen humane Hodenproteine und dem ELISA-Test fur Chlamydien IgA.
Auch Bande 13 mit einem geschatzten Molekulargewicht zwischen 80-85 kDa stach
durch vermehrte AntikOrperreaktionen hervor. Hier schien es eine Korrelation zu geben
zwischen den Geweben humane Hodenproteine und Hodenproteine der Maus sowie
humane Hodenproteine und humane Spermien. Der Bande 17 entsprachen 67 kDa. Zu-
satzlich war diese Bande interessant wegen dem Zusammenhang zwischen Antikorpern
gegen humane Hodenproteine und der Haufigkeit von Varicocelen, aber auch der Korre-
lation zwischen humanen Spermienantikdrpern und der Agglutination im Spermi-

ogramm, ebenso wie der zwischen humanen Spermienantikdrpern und niedrigen Inhi-
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binwerten. Dem Molekulargewicht zu urteilen konnte es sich um das von Dedy 2003 iso-
lierte Antigen handeln. Die Bande 22 lag schatzungsweise zwischen 50-55 kDa. Sie liel3
einen Zusammenhang zwischen humanen Spermienantikorpern und Chlamydien IgA,
ermittelt durch ELISA vermuten. Zusatzlich aber auch zwischen humanen Spermienanti-
korpern und niedrigen Inhibinwerten und humanen Spermienantikérpern und der Mor-
phologie der Spermien. Die Bande 26 mit einem Molekulargewicht zwischen 40-44 kDa
gab einen Hinweis fur einen Zusammenhang zwischen humanen Hodenproteinen und

humanen Spermien.

Es bedarf aber weiterer Forschung, um die hier aufgefuhrten Antigene bzw. Antikorper

zu isolieren und abschlieRend zu charakterisieren.

Dafur ist auch eine Entwicklung antigen-spezifischer Tests absolut notwendig (Naz,
2005). Dafur konnen auch Tiermodelle benutzt werden, weil viele Spermatozoen-Anti-
gene in der Evolution konserviert sind (Paradowska et al., 2006).

Den apikalen Teil des Spermienkopfes bildet das Akrosom (Mann, 1964), wobei eine
innere von einer aulleren Akrosomenmembran mit dazwischen eingeschlossener Akro-
somenmatrix unterschieden wird, welche viele hydrolytische Enzyme, die fur die Lyse
der aulderen Eizellmembran bendtigt werden, beinhaltet. Das Akrosom stellt somit eine
lysosomenahnliche Organelle dar (Allison und Hartree, 1970) und spielt bei der Penetra-
tion des Spermiums durch die aulRere Eizellhille eine wichtige Rolle. Dabei wird die
Verschmelzung der Spermienmembran mit der auReren Akrosomenmembran Akrosom-
reaktion genannt (Saacke und Mashall, 1968), welche unabdingbar ist fur die Penetrati-
on und Fertilisation der Eizelle (Austin, 1975). Dabei zeigte sich bei Praparaten nach
Orchidektomie, dass die Induzierbarkeit der akrosomalen Reaktion durch Kalteexpositi-
on vom Caput bis zur Cauda des Nebenhodens zunimmt (Haidl et al., 1994). Hierbei
Ubernimmt die Zona pellucida die Aufgabe der Einleitung der Spermien-Oozyten-
Interaktion, der Akrosomenreaktion und dem Verhindern von Polyspermie (Montag und
van der Ven, 2000).
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Die Immunfluoreszenz ist eine MOoglichkeit der Akrosomdarstellung, wobei eine aus-
schlieBlich auf die Akrosomenkappe beschrankte Fluoreszenz bei Ebern, Kaninchen,
Hamstern, Ratte, Maus sowie humanen Spermien beobachtet werden konnte (Topfer-
Petersen et al., 1983). Mithilfe der indirekten Immunfluoreszenz untersuchte Day 1996
die Markierungen von ASA aus Pferdehengsten, wobei sich intensive Markierungen an
Kopf und Schwanz zeigten; das Mittelstick in diesen Versuchen jedoch unmarkiert
blieb. 1991 ermittelten Sinton et al. eine Verteilung der Bindung von jeweils 29,4 % der
aus Seminalplasma stammenden ASA auf Mittel- und Schwanzstlck, sowie von 41,2 %
auf den Spermatozoen-Kopf bei der indirekten Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Aller-
dings wurden in den beiden vorgenannten Untersuchungen die Ejakulatausstriche mit-
tels Lufttrocknung und z. T. Methanol fixiert. Bei dieser Art der Fixierung wurde mehr-
fach ein schadlicher Einfluss auf die Plasmamembranen der Spermatozoen vermutet
(Haas et al., 1988). Es konnen falsch-positive Ergebnisse gefunden werden, da dadurch
normalerweise intern liegende Antigene freigelegt werden konnen (Bronson et al.,
1984). Jones stellte 1980 die These auf, dass die Bindung von Fluorochromen am A-

quatorial-Segment, Genick und Mittelstick grundsatzlich unspezifisch ist.

In der vorliegenden Arbeit zeigten 35,09 % eine positive Reaktion bei der Immunfluo-
reszenz. Dabei wurde bei 29,82 % eine Fluoreszenz um den Spermienschwanz, bei
3,51 % eine um den Spermienkopf und —schwanz und bei 1,75 % eine um das Aquato-
rialsegment beobachtet. Im Gegensatz zu den Arbeiten von Day und Sinon wurde zur
Fixierung 2 % Formalin benutzt, was weniger die Plasmamembranen der Spermatozoen
zu zerstoren scheint. Daher zeigten fast alle der positiv Getesteten eine Fluoreszenz um
den Schwanz. Lediglich bei zwei Proben gab es zusatzlich auch eine Fluoreszenz des
Spermienkopfes. Wenn Jones mit seiner These richtig liegt, ist die Fluoreszenz der ei-

nen Probe um das Aquatorialsegment als unspezifisch zu werten.

1995 fanden Wolf et al. mit Hilfe des Immunobeadassays heraus, dass ASA Uber das
gesamte Spermatozoen gleichmalig verteilt sind. Einzig in der Testgruppe, in welcher
unter 80 % der Spermatozoen IgG-Antikorper gebunden hatten, waren 50 % der ASA
am Flagellum und 50 % am Kopf gebunden. Es zeigte sich, dass die Rate der Fertilisie-
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rung bei der Gruppe mit Kopf-gebundenen ASA signifikant hoher als bei der Gruppe mit
Schwanz-gebundenen ASA war.

Das Bindungsverhalten von ASA am Flagellum und deren Einfluss auf die Motilitat der
Spermien wurde 1982 von Bronson et al. mit dem Immunobead-Test untersucht. Die
Motilitat erschien dabei am meisten reduziert bei Bindung der ASA der Klassen IgA und
IgG an den distalen Abschnitten des Schwanzes, weitgehend unbeeinflusst bei Bindung
an die Schwanzspitze. Keinen Einfluss auf die Motilitat hatten kopfgebundene Antikor-
per. ASA der Klasse IgM waren auch bei Lokalisation an der Schwanzspitze stark ein-
schrankend auf die Motilitat, eine Bindung am Kopf fand nicht statt. Zur Lokalisierung
von Antigenen erweist sich der Immunobead-assay wegen der Gro3e der Marker weni-
ger gut geeignet als die Immunfluoreszenz.

Young und Smithwick untersuchten 1991 ASA mithilfe des indirekten Immunfluoreszenz-
testes und des indirekten Immungold-Testes. Dabei zeigten sich die eindrucksvollsten
Markierungen am Mittelstlck, welches u.a. spiralig angeordnete Mitochondrien enthalt,
gefolgt von Kopf und Hauptstick des Flagellums. Nur im Immunobeadassay wich die

Verteilung hiervon insofern ab, dass hier die Kopfbindungen uberwogen.

5,26 % der Seren haben in der vorliegenden Arbeit ein positives Ergebnis beim indi-
rekten Immunobeadassay erzielt, wobei die Verteilung auf alle Spermienkompartimente
nahezu gleichmalig gegeben war, ahnlich wie bei den meisten Testgruppen von Wolf et
al. Eine Bindung an die Schwanzspitze wurde als nicht signifikant gewertet.

Vergleicht man die Ergebnisse aller durchgefuhrten Tests miteinander, fallt auf, dass
gerade beim Westernblot eine Vielzahl von Antikdrperreaktionen detektiert wurden, die
bei den anderen Tests nicht unbedingt bestatigt wurden. Lediglich der Bereich um
97 kDA schien mit der Immunfluoreszenz zu korrelieren. Ob diese Korrelation zufalliger
Natur ist oder doch eine Signifikanz vorliegt, musste explizit hierfur noch mal untersucht

werden.

Der Immunobeadassay, der im klinischen Alltag zum Standardverfahren zur Detektion
von ASA gehort, erwies sich hier nur in drei Fallen als positiv, obwohl durch die anderen

Testverfahren bei weitaus mehr Patienten ASA gefunden wurden.
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Es zeigte sich eine hohe Pravalenz fur antitestikulare Autoantikbrpern bei dem hiesigen,
relativ kleinen Patientenkollektiv mit stummer genitaler Entzindung. Dies kann darauf
hindeuten, dass die zugrunde liegenden immunologischen Prozesse pathologische
Spermiogramme bedingen. Interessanterweise waren alle Untersuchungen zum Nach-
weis von Autoantikérpern in der Zusammenschau nicht richtig schlissig. Dies kann dar-
auf hindeuten, dass Antihoden-Autoimmunantikorper eine neue Klasse von Antikorpern
darstellen. Es wird vermutet, dass diese Antikorper auf lange Sicht zu einer Beeintrach-
tigung der Hodenfunktion fuhren und damit schrittweise die Spermienproduktion senken
konnen. Um allerdings genauere Aussagen diesbezuglich treffen zu konnen, bedarf es
eines Patientenkollektivs, was nach Moglichkeit weitgehend homogene Anamnesedaten
aufweist, da bei der hier vorliegenden Inhomogenitat nicht ausgeschlossen werden
kann, dass falsch positive oder falsch negative Ergebnisse eruiert wurden. Auch ware
eine groRere Patientenpopulation winschenswert gewesen, um repasentative Daten zu

erlangen.
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7. Ausblick

Diese Arbeit wies mit dem Westernblot sowohl Antikorper gegen Spermien als auch
testikulare Proteine bei Sterilitatspatienten mit Entzindungszeichen im Genitaltrakt
nach. Zusatzlich wurde erforscht, inwieweit sich die im Westernblot gefundenen Autoan-
tikdrper auch im Immunobeadassay oder der Immunfluoreszenz bestatigen lielRen. Die
Zusammenschau der Teste ergab, dass es dringend notwendig ist, antigen-spezifische
Tests zu entwickeln, da es sich bei den gefundenen Autoantikbrpern um mindestens
zwei Klassen, namlich Antispermienantikorper und Antihodenantikorper, handelt. Unklar
ist auBerdem, ob die gefundenen Antikorper tatsachlich fur die Entwicklung einer Inferti-
litat beim Mann verantwortlich sind und ob sie im Rahmen einer testikularen Infektion
entstanden sind.

In der Vergangenheit wurde sehr viel im Bereich der ASA geforscht. Auf dem Gebiet der
Antihodenantikorper gibt es aber noch nicht so viele Arbeiten. Inwiefern diese eine im-
munologisch bedingte Unfruchtbarkeit bedingen, wird auf jeden Fall Gegenstand weite-
rer Untersuchungen sein.

Ebenso weiterer Studien bedarf es, den Zusammenhang zwischen testikularen Antikor-
pern und ASA zu ermitteln. Erst wenn man weil}, ob die Entstehung beider Antikorper-
klassen auf eine gemeinsame Ursache zurlckzufuhren ist, bzw. ob sie sich gegenseitig
bedingen konnen, wird auch eine ursachliche Therapie gefunden werden.

Aber auch hinsichtlich der Wahl der fur den Patienten geeigneten Behandlung zur Erful-
lung seines Kinderwunsches ist es unabdingbar, eine ursachliche Behandlungsmethode
zu finden, um sowohl dem Patienten und seiner Partnerin einen langen Leidensweg zu
ersparen als auch unnotige, da am Ende nicht erfolgreiche Methoden, von vornherein
auszuschlielden.

Trotzdem ist es wichtig, dem Hilfe suchenden Patienten eine Therapie anzubieten, auch
wenn man die genaue Ursache seiner Infertilitdt noch nicht kennt. Insofern muss man
den von Erfolg gekronten Behandlungsversuch mit Diclofenac und Doxycyclin eines Pa-
tienten mit einer nicht obstruktiven Azoospermie und erhOhten Leukozytenwerten im
Sperma als innovativ bezeichnen (Montag, van der Ven, Haidl, 1999). Dies insbesonde-
re mit Blick dahin, dass diesem Patienten durch die antiinflammatorische und antiphlo-
gistische Behandlung eine Hodenbiopsie erspart blieb.
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8. Zusammenfassung

Chronische Entzundungen im Genitaltrakt des Mannes konnen die Spermienqualitat
erheblich beeintrachtigen und somit zu einem pathologischen Spermiogramm fuhren.
Die Atiologie ist haufig unbekannt. Montag, van der Ven und Haidl haben aber im Jahr
1999 erforscht, dass einige Patienten mit genitaler Entzindung von einer antiphlogisti-
schen und antibiotischen Behandlung profitieren und die Spermien-Parameter dadurch
verbessert werden konnen, auch wenn dies in manchen Fallen nur flr einen begrenzten
Zeitraum moglich ist.

Um die zugrundeliegenden Mechanismen besser zu begreifen, wurden in dieser pro-
spektiven Studie 57 mannliche Patienten mit Entzindungszeichen im Genitaltrakt hin-
sichtlich ihres Spermiogrammes und des Immunstatus untersucht. Weitere 8 Spender
mit nachgewiesener Fruchtbarkeit dienten als Kontrolle. Patienten- und Kontrollseren
wurden mithilfe der 10 % SDS-PAGE und Westernblot analysiert. Es wurde getestet, ob
sie Antikorperreaktionen gegen humane Spermien, menschliches Hodengewebe, Ho-
den- und Nierengewebe der Maus eingehen. Daruber hinaus wurden alle Seren mit dem
indirekten Immunfluoreszenztest und dem indirekten Immunobeadassay fur menschliche
Spermien untersucht. Zuvor wurde das Vorhandensein von Antikorpern gegen Spermien
mit einem kommerziell erhaltlichen ELISA-Test (Synelisa Spermien, Amersham Bios-
cience) gepruft, wobei ein Wert > 20 U/ml als positiv gewertet wurde.

Als Gemeinsamkeit hatte das anamnestisch ziemlich inhomogene, aus 57 Mannern be-
stehende, Patientenkollektiv aulRer Entzindungszeichen im Genitaltrakt ein auffalliges
Spermiogramm.

Nach Westernblotanalyse wiesen 56 der 57 Patientenseren (98,25 %) eine positive Re-
aktion mit humanen Hodenproteinen auf. 52 Seren (91,23 %) zeigten eine positive Re-
aktion mit humanen Spermien, 46 Seren (80,70 %) eine positive Reaktion mit humanen
Spermien bei den als relevant gesehenen Banden. Alle 57 Patientenseren zeigten eine
positive Reaktion mit Hodenproteinen der Maus, 45 Patientenseren (78,95 %) zeigten
eine positive Reaktion mit Nierenproteinen der Maus.

Die Ergebnisse des Westernblot wurden mit denen der konventionellen Nachweise fur

Antikorper gegen Spermienproteine verglichen. Ein positives Ergebnis beim Immunfluo-
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reszenztest erzielten 20 der Patientenseren (35,09 %). Lediglich 3 der Seren (5,26 %)
ergaben ein positives Ergebnis beim indirekten Immunobeadassay.

Die gleichen Untersuchungen wurden mit den Kontrollseren durchgefihrt, aber diese
zeigten weder eine positive Reaktion im Westernblot, noch bei der Immunfluoreszenz
oder beim Immunobeadassay.

Nachdem die Patientendaten mit den erhobenen Laborwerten verglichen wurden, wurde
mittels dem exakten Test von Fisher eine Korrelation gefunden zwischen der Reaktion
auf humane Hodenproteine im Westernblot bei 110-115 kDa und dem ELISA-Test fur
Chlamydien IgA, zwischen der Reaktion auf humane Hodenproteine und der Reaktion
auf Hodenproteine der Maus bei 100-105 kDa, zwischen der Reaktion auf humane Ho-
denproteine und der Reaktion auf humane Spermien bei 100-105 kDa, zwischen der
Reaktion auf humane Hodenproteine und der Reaktion auf Hodenproteine der Maus bei
97 kDa, zwischen der Reaktion auf humane Hodenproteine bei 97 kDa und der Immun-
fluoreszenz, zwischen der Reaktion auf humane Hodenproteine und der Reaktion auf
Hodenproteine der Maus bei 80-85 kDa, zwischen der Reaktion auf humane Hoden-
proteine und der Reaktion auf humane Spermien bei 80-85 kDa, zwischen der Reaktion
auf humane Hodenproteine bei 67 kDa und der Haufigkeit der Varicocelen, zwischen der
Reaktion auf humane Spermien bei 67 kDa und der Agglutination im Spermiogramm,
zwischen der Reaktion auf humane Spermien bei 67 kDa und niedrigen Inhibinwerten,
zwischen der Reaktion auf humane Spermien bei 50-55 kDa und Chlamydien IgA, ermit-
telt durch ELISA, zwischen der Reaktion auf humane Spermien bei 50-55 kDa und nied-
rigen Inhibinwerten, zwischen der Reaktion auf humane Spermien bei 50-55 kDa und
der Morphologie der Spermien. Trotz Korrelation der Daten kann aber nicht von vorn-
herein von einem Kausalzusammenhang ausgegangen werden.

Insgesamt zeigte sich eine hohe Pravalenz fur antitestikulare Autoantikbrper bei dem
hiesigen, relativ kleinen Patientenkollektiv. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass die
zugrunde liegenden immunologischen Prozesse pathologische Spermiogramme bedin-
gen. In der Zusammenschau waren aber die Ergebnisse der Nachweise fur Autoanti-
korper nicht hundertprozentig schlussig, was darauf hindeuten kann, dass Antihoden-
Autoimmunantikorper eine neue Klasse von Antikorpern darstellen. Es wird angenom-
men, dass diese Antikorper zu einer Beeintrachtigung der Hodenfunktion fuhren, damit
schrittweise die Spermienproduktion senken und eine Infertilitat bedingen kdnnen.
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9. Anhang

Tab. 4: Normwerte

FSH (U/) Normwert: 1,2-10,1

Testosteron (ng/ml) Normwert: 2,88-11,48

Prolaktin (ng/ml) Normwert: 3,10-15,15

Inhibin (pg/ml) Normwert: > 100

Karenz Optimal: 3-10 Tage

Volumen 2-6 ml

pH-Wert 7-7,8

Motilitat at+b>50%

Zahl der Spermien 20-120 Millionen pro ml Ejakulat

Morphologie in % Normwert: > 30 %

Leukozyten Normalbefund: keine Leukozyten im Ejakulat
Agglutination Normalbefund: keine Agglutination nachweisbar
Makrophagen Normalbefund: keine Makrophagen im Ejakulat
Eosin % vital Normwert: > 60 %

Chlamydien IgA Normalbefund: kein IgA nachweisbar

Serumantikorper (U/ml) | Normwert: < 20

IL 6 (pg/ml) Normwert: <70

Tab. 5: Zeichenerklarung

(+) |Sparlich vorhanden

+ Leicht vermehrt, wenig

++ |[Vermehrt

+++ | Stark vermehrt

++++ | Massenhaft

/ Negativ, nicht vorhanden

Leere Kastchen bedeuten, dass keine Untersuchung stattgefunden hat
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Westernblot-Urdatenblatt 1 fiir AmHA (Patient Nr. 1 bis 28)

Masse Bande Patient Nr.

e

2a

3a

4a

6a

8a

97 kDa 9a

10a

“11a
~12a
~13a
“1da
~15a
~16a
67kDa _ 17a
- T8a

20

)

21a
22a
23a

e

45kDa 25a
26a

28a

29
30a

)

32a

33a

29 kDa

36a

21 kDa e

(11)/(20)/(22)/(27)

27

(9)/(10)/(16)/(20)/(21)/(23)/25

(7)/(8)/(9)/(11)/19+/20/21/22/(23)/24/(26)/(27)/(28)

1/(2)/31(4)/5+=1(7)/(8)/20/(24)/(27)/(28)
1=/(2)/3/(6)/(9)/(10)/(11)/(13)/(14)/(15)/(16)/(17)/(18)/19+/21/22=/23/26+=/(27)/28=

(24)
(12)/(19)/(27)

1/5+/(6)/(9)/(10)/23+/26/(28)

5/(19)/26/(28)
27+=
23/(27)

(5)/(10)/(20)/(25)/(26)/(27)/(28)
9/(20)/22/24+/(28)

(19)/(27)/(28)
(27)

(19)/20/(22)=/24+/27+=/(28)

(14)/(22)

((2)/(3)/(22)/(23)

19/(22)

(27)
19+

(20)

3+

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen

Hodenproteine der Maus (AmHA).

Definition der Fraktionen
2a-4a/6a/8a-11a/13a-14a/16a-18a/20a-23a/25a-26a/28a-30a/33a
(Antikoérperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)

Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode

lieRen sich die molekularen Gré3enordnungen in kDa nur schéatzen.

Einzelbanden, fur die keine Gruppen erstellt

= Doppelbande
() Schwache Bande
+ Starke Bande
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Westernblot-Urdatenblatt 1 fiir AmHA (Patient Nr. 29 bis 57)
Masse Bande Patient Nr.

e 36
2a
3a (32)/(40)/(48)
4a  (29)/(31)/(32)/(37)/(40)/(44)/49+/(51)/(52)/(56)

6a  31+/32+/33+/34=/36/38+/39+/40/42+/(44)/45+=/46+/50=/(52)/53/54/55+

8a  (33)/(35)/(36)=/(37)/49
97kDa ~ 9a  (29)/31/32+=/(33)/(34)/(35)/37/38=/(39)/(40)/(41)/(42)/44+/45+/(48)/50+=/(55)/56+
103 (39)/(48)
“11a 36/(39)/(53)

12a  (49)

T3a  (31)/(38)=/(46)/(47)/(48)/50=/52+=

Tda  (31)/32/(33)/(34)/(35)/43+/(44)/(50)

15a

T6a  (29)/(45)/46+/(47)/(48)/49
67 kDa ~ 17a  30/32/33/(38)/(45)/46/(48)/(49)/(50)/(51)

a  31/(35)/51

20a  (34)/(57)
21a 31+/(32)/35/(38)=/51/(52)
273 (32)/(34)/(38)/41+/42/(44)/47/(50)/(53)/54/(57)
23a (49)/(50)
e (50)
45kDa ~ 25a  (29)/36+/(37)/(39)
3 (39)/40/(48)/50

28a  (39)/(52)

29a (32)=
30a (32)=
32a
33a (32)
29 kDa
Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen
Hodenproteine der Maus (AmHA).
Definition der Fraktionen
36a 2a-4a/6a/8a-11a/13a-14a/16a-18a/20a-23a/25a-26a/28a-30a/33a
e (35 (Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)
Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode
e 39+ lieRen sich die molekularen Gréf3enordnungen in kDa nur schatzen.
21 kDa e e Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden
= Doppelbande
() Schwache Bande

e + Starke Bande




-74 -

Westernblot-Urdatenblatt 2 fiir AHA (Patient Nr. 1 bis 28)

Masse Bande Patient Nr.

97 kDa

67 kDa

45 kDa

29 kDa

21 kDa

1b

2b

3b
4b

6b
—
—
—

70D
~11b
T12b
~13b
T14b
~15b
~16b
~7b

8D
T19b
—20b
—21b
—22b
—23b

25b

26D
—27b
280
— 290

e

e

(9)110

10/11/(12)/(16)

11+=/(16)

(10)/(28)

(11)/20+/(21)/(24)
3/(4)=/5+=/(6)/(8)/(10)/27+
1=/6=/7=/(8)=/10/13=/14+=/15=/(16)=/17=/18+=/19+=/20+/21/22+=/(24)/(25)=/26=/27+=/(28)

(5)=/(8)/(19)

11+/(22)/(24)/25/27
(3)/(5)=/19+/(27)
5+/6=/(9)/(12)=/(19)=/25/(26)/27=/28=
(3)=/(10)/(16)/(19)/(24)/(26)/27/(28)

27
(6)/(19)/(27)

2+=/(3)=/(5)=/(7)=/8=/(10)/11/(13)=/14=/15+=/17+=/18=/20=/(26)/(27)/(28)
(11)/22/(27)/(28)

(27)

(7)/(26)
(9)=/(20)

(7)/(10)/(18)

3+=/(10)/27=/(28)

(9)=/(11)=/(12)=/(16)

)

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen

menschliche Hodenproteine (AHA)

Definition der Fraktionen

1b-4b/6b-23b/25b-28b

(Antikorperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)

Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode

lieRen sich die molekularen Gré3enordnungen in kDa nur schatzen.

Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt

Doppelbande

() Schwache Bande

+ Starke Bande
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Westernblot-Urdatenblatt 2 fiir AHA (Patient Nr. 29 bis 49)

Masse Bande Patient Nr.

97 kDa

67 kDa

45 kDa

29 kDa

21 kDa

1b

2b
3b
4b

6b
—
—
—

70D
~11b
T12b
~13b
T14b
~15b
~16b
~7b

8D
T19b
—20b
—21b
—22b
—23b

25b

26D
—27b
280

29b

e

(31)/(44)/(49)
(48)/(49)
(48)

(32)/(36)

(34)/(46)

(33)/(36)=/(49)

(29)/(31)/32+=/(33)/34+=/35+/(37)=/38=/(39)/(40)=/(41)/(42)/(43)=/44=/45+=/(46)=/(48)/49
(29)/(30)/(33)/(48)
(36)/(38)=/(44)/47=

(48)/(49)

29=/30=/(31)=/35=/37=/(38)=/41=/42=/(45)/(47)=/(48)/(49)
32/(33)/(40)/(43)/(44)/(49)

-44

(36)/(45)/(47)/(48)/49
(29)/(31)/32/(33)/(37)=/38=/(39)/(41)/(42)/46=/(47)
(36)/(43)/(47)/(48)

(41)
(44)
(40)
(31)

(40)/(46)/(47)/(49)

(33)=/(35)=/(47)/(49)
(29)/(30)/(35)=/39=/(41)/42=/(44)=/47+=/48=

43=/(49)=
(32)/(40)/46+=

(40)

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen

menschliche Hodenproteine (AHA)

Definition der Fraktionen

1b-4b/6b-23b/25b-28b

(Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)

Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode

lieRen sich die molekularen Gré3enordnungen in kDa nur schatzen.

Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden

Doppelbande

() Schwache Bande

+ Starke Bande
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Westernblot-Urdatenblatt 2 fiir AHA (Patient Nr. 50 bis 57)

Masse Bande Patient Nr.

1b  (50)/(52)/(53)/56
T 2b  (50)/(52)/53/(56)
~3b 53
—
6b
—_—
—_
97kDa ~ 9b _ (50)/(54)/55=/(56)/57+=
E—
T 11b  (53)/54+/(55)/(57)
T 12b  (51)/53+/(57)
T13b  (50)=/52+=/(54)=/(55)=/(57)
T 14b  (50)/(57)
T15b  (53)/(54)
~16b
67kDa ~ 17b  (50)/(54)/(56)
18D (56)/(57)
19 (57)
—20b
T21b  (52)/(55)/(56)
T—22b  (50)/(54)
T 23b  (50)/(52)/(56)/(57)
45kDa 25b (50)/Anti-Human IgG
20D 50=/51=/53=/(54)=/(55)/(57)=
—27b
—28b (52)
2%
e
29 kDa e (56)
e
Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen
menschliche Hodenproteine (AHA)
e Definition der Fraktionen
e 1b-4b/6b-23b/25b-28b
(Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)
Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode
e lieRen sich die molekularen Gréf3enordnungen in kDa nur schatzen.
21 kDa Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden

Doppelbande

() Schwache Bande

+ Starke Bande
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Westernblot-Urdatenblatt 3 fiir ASA (Patient Nr. 1 bis 32)

Masse Bande

1c
—
—
—
—
—
—
—
97kDa ~ 9c
[
~Tic
~12c
~13c
~14c
BEE
~16c
67 kDa ~ 17c
- ec
e
e
21c
—22¢c
—23c
e
45kDa ~ 25c
- 2
~27c
—28c

31c
32¢c
34c

-
29kDa  35c

36¢c
37c
38c

21 kDa e

Patient Nr.

20/27+

(11)/(19)/(22)=/25+/(31)

(16)/(18)/(30)/(32)

13=/19=/(20)/(24)/(25)/(27)=/(31)
(8)/(11)/(16)=/(18)/(22)/26/(27)=
(3)/(6)(7)/(8)/(12)/(16)/26/(27)=/(28)
(1)B)Y(T)(8)(13)/(16)/(18)/(20)/(25)/(26)/(27)=/(31)/(32)
(3)/(11)/(20)

(20)/(22)/(24)/(27)/(28)
(7)/(8)/9/(13)/(20)/(22)/(23)/(25)/26+/(28)/31=/(32)
(1)/5+/(6)/(9)/(11)/16=/(18)/(22)/23/25/26/(27)=/(28)
(8)/(11)113+/(16)/24

16+

(2)/(BY(7)/8/(13)=/(18)/(19)/22/(23)/26+/28+/32
(11)/(22)/24/(27)

(21)
(20)/(23)/(29)/(32)

14+/(20)/(27)

(22)
(27)

(8)/(27)

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen

menschliche Spermienproteine (ASA)
Definition der Fraktionen
(1/(2)13 2c-18¢/21¢-23c¢/25¢-28c¢/31¢-32¢/34c¢-38¢

(Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)
Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.

Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode

(1)/(20) lieBen sich die molekularen GréRenordnungen in kDa nur schéatzen.
3+ e Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden
= Doppelbande
() Schwache Bande
+ Starke Bande




Westernblot-

Masse Bande

1c
—
—
—
—
—
—
—
97kDa ~ 9c
[
~Tic
~12c
~13c
~14c
BEE
~16c
67 kDa ~— 17¢c
- 1ec
e
e
21c
—22¢c
—23c
e
45kDa ~ 25¢C
- 2c
~27c
—28c

31c
32¢c
34c

-
29 kDa  35c

36¢c
37c
38c

21 kDa e
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Urdatenblatt 3 fir ASA (Patient Nr. 33 bis 57)
Patient Nr.

(49)

51+/(54)
(35)/43/(45)/(49)/(50)
(37)=/(41)/(42)/(48)/(51)/(52)

(33)/34/38/(39)/(40)/(41)/(45)/(48)/(49)/(50)/51/53=/(54)=
(40)/(42)/(50)/(52)

(44)
(33)/(34)/38+/(39)/(40/(41)/(42)/(45)/(48)/(51)/(52)/(54)=/(56)/57
36+/(37)/(39)

(33)/(34)/35/41/(42)/(44)/(47)/(48)/(50)=/51=/53+
(33)/(37)/(38)/41/(42)/45=/(4T)/(48)/(49)/52+=/(54)=/(56)
33/(38)/(40)/(51)/(52)

(33)/(34)

(37)/(45)/(47)/(49)

(34)/(37)/(38)/(52)/(54)
(48)/(49)/(51)/(53)/(56)/(57)

(38)

(52)

(39)/(51)/(56)

(34)=/(53)/(56)
(34)=/39+/(40)/(49)/(50)/(52)/(54)/(57)

(47)

(39)/(50)/(52)/(55)
(47)/(48)/(50)/(51)/(53)/(54)/(57)

(45)/(49)

(40)/(52)/55

(53)
(61)
(61)
(3%)=

45=/(51)/(53)

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen
menschliche Spermienproteine (ASA)
Definition der Fraktionen

(39) 2c¢-18c¢/21¢-23¢/25¢-28¢/31¢-32¢/34¢-38¢
(Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)
(35)=/(39) Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.

Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode
lieRen sich die molekularen Gréf3enordnungen in kDa nur schatzen.

Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden

Doppelbande

() Schwache Bande

+ Starke Bande
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Westernblot-Urdatenblatt 4 fiir AmMNA (Patient Nr. 1 bis 32)

Masse Bande Patient Nr.

e
6d  (9)

8d (5)
97kDa — 9d _ 1+/(3)/8/(9)/(12)/(13)/(14)/(16)/117+/(18)/19/(20)/(21)/(23)/(26)/(27)/(29)/(31)
- 0d (12
—11d_ (16)/(19)
—12d  (16)/(27)
—13d (3)/(12)/(26)/(31)
—14d  (5)/(26)
—15d _ (16)/(17)
—16d (3)
67 kDa ~_ 17d  3+/(17)
aed ()(AT(19)/(27)(28)
T19d  (12)/25+/27+/(28)
T20d  (3)/(5)/(14)/(17)/(18)/119+/(20)
T 21d  1/(3)110+/(12)/(31)
—22d  1/(19)/(20)
—23d  (10)/11/(19)
e
45kDa ~ 25d _ 3/11/(19)
_—26d (10)/(17)/(19)
—27d
e
29d  (16)/23+
T30d (2)/(18)/(20)/(27)
T 31d_ 3/(20)

29 kDa

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen
Nierenproteine der Maus (AmNA)
Definition der Fraktionen
6d, 8d-23d, 25d-27d, 29d-31d
(Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)
e 17 Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode
e 17) lieRen sich die molekularen Gréf3enordnungen in kDa nur schatzen.

21 kDa e Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden

Doppelbande

() Schwache Bande

+ Starke Bande
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Westernblot-Urdatenblatt 4 fiir AmMNA (Patient Nr. 33 bis 57)

Masse Bande Patient Nr.

e (52)
6d  (52)

8d  (36)/(49)
97kDa ~ 9d _ (39)/(42)/(44)/(48)/50+/(52)/(55)
10d (36)/(39)/(53)
~11d  (53)
=124
T13d (44)/(50)/52+
T14d  (33)/44/(50)
~15d _ (40)
T16d  (40)/(48)/(49)/(53)/(54)
67 kDa — 17d _ (40)/(42)/(48)/(49)/(51)/(53)/(57)
I8 (42)/(43)/(44)/(50)/(51)/(55)
T19d  40+/(43)/(54)
T20d  (33)/35/(40)/45/46/50/(54)/(55)/(57)
T21d  (33)/38/(39)/(49)/(50)52+/53/(54)/56+
T22d  42/(44)
T 23d  (49)/(50)/(51)/(53)
e (55)
45kDa ~ 25d  36/(39)/(50)/(53)

27d_ (35)/(45)
e

29d
—30d
T31d
29 kDa
Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikbrpern gegen
Nierenproteine der Maus (AmNA)
Definition der Fraktionen
6d, 8d-23d, 25d-27d, 29d-31d
(Antikdrperfraktionen mit 2 und mehr Patienten)
e Die Zahlen rechtsseitig des Bandenschemas entsprechen dem Patientencode.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode
e lieRen sich die molekularen Gréf3enordnungen in kDa nur schatzen.
21 kDa e Einzelbanden, fir die keine Gruppen erstellt werden
= Doppelbande
() Schwache Bande
+ Starke Bande
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Bandenmuster fiir Hodenproteine der Maus (Patient Nr. 1 bis 19)

kDa

Patient
Bande

6|7|8|9|10]11(12[13]| 14|15

16

17

18

19

/

2a

3a

4a

/

6a

/

N
-

8a

N

97

9a 2|1

10a

11a

12a

13a 2

w

14a

15a

16a

67

17a

18a

20a

21a

22a

23a

45

25a

26a

28a

29a 111

30a

32a

33a

29

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Parallele Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
und humanen Spermien
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Bandenmuster fiir Hodenproteine der Maus (Patient Nr. 20 bis 38)

kDa| . —~ Patient | 50| 21| 22| 23| 24| 25| 26| 27| 28| 20| 30| 31| 32| 33| 34| 35| 36 | 37| 38
]
2a 1 1 1 1
3a 2 1
4a 71 1 2 1 7| 1 1
/
6a 22212 HERE 33|32 2 3
/
8a 2 1 711 1 HEEE
97 9a 2122 31211 213 1] 1] 2|2
10a 1
Ma 1 2
12a
13a 3 2 1 1 1
14a 2 1 T2 4] 1] 1
15a
16a 2 1 1
67 17a 1 HERERE 2 2| 2 1
18a 1 2 3 1 2 1
/
20a 71 1
21a 1 3| 1 2 1
22a 2 1 3 3| 1 1 1 1
23a
/
45 25a 1 1 3| 1
26a
/
28a
29a 7 1 1
30a 1 1
/
32a 1
33a 1
/
29 ]
36a
/
/

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in humanen Spermien

und humanen Spermien

Parallele Bande in humanem Hodengewebe

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
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Bandenmuster fiir Hodenproteine der Maus (Patient Nr. 39 bis 57)

kDa

Patient

Bande 391 40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

/

2a

3a 1

4a 1

/

6a 312

/

97

—_

67

=N

45

29

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.

Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Parallele Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
und humanen Spermien
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Bandenmuster fiir humane Hodenproteine (Patient Nr. 1 bis 19)

kDa

Patient
Bande

6|7 (8|9|10]11]12[13| 14|15

16

17

18

19

1b

2b

3b

4b

/

6b

7b

8b

97

9b 2

[N
LY =N
[N

10b

11b

12b

13b

14b

15b

16b

67

17b 3

18b

19b

20b

21b

22b

23b

/

45

25b

26b

27b

28b

29b

/

29

36b 1

/
/
/
/
/
6
/

38b 1

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanen Spermien
Alleinige Bande in humanem Hodengewebe
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
und humanen Spermien
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Bandenmuster fiir humane Hodenproteine (Patient Nr. 20 bis 38)

kDa

Patient
Bande 2012

22

23

24

2512627 (28(29| 30| 3132|3334

35

36

37

38

1b

2b

3b

4b

/

6b

7b 311

8b

97

9b 3| 2

-\
N
wWlw
-
-
-
(%)
-
(%)

10b

11b

12b

13b

14b

15b

16b

67

17b 2

18b

—
SN PN N FNCY [F] LY BN N
—
)
—

19b

20b

21b

22b

23b 1

/

45

25b

26b

27b

28b

29b

/

29

36b

/
/
/
/
/
6
/

38b

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen Gré3enordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanen Spermien
Alleinige Bande in humanem Hodengewebe
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
und humanen Spermien
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Bandenmuster fur humane Hodenproteine (Patient Nr. 39 bis 57)

kDa

Patient

Bande 391 40

41

42

43

44145(46 (47| 48| 49| 50| 51|52 53

54

55

56

57

1b

2b

3b

4b

/

6b

7b

8b

97

9b 111

Nl—~

10b

11b

12b

13b

14b 1

Aalalal—

15b

16b

67

17b 1

18b

19b

20b

21b 1

22b

23b 1

/

45

25b

26b 2

27b

28b 1

29b

/

29

36b

/
/
/
/
/
6
/

38b

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanen Spermien
Alleinige Bande in humanem Hodengewebe
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
und humanen Spermien
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Bandenmuster fiir humane Spermien (Patient Nr. 1 bis 19)

kDa

Patient
Bande

6| 7|89 |10(11(12|13|14]| 15

16

17

18

19

1c

2c

3c

4c

5¢c

6¢c

7c

8c

97

9¢c 1

10c

11c

12¢c

13c 1

14c

—

15¢

16¢c

67

17c 1

18c

21c

22c

23c

45

25c

26¢c

27c

28c

/

/

31c

32c

/

34c

29

35c

36¢ 11 1

37c

38c 1

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen Gré3enordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Alleinige Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
und humanem Hodengewebe
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Bandenmuster fir humane Spermien (Patient Nr. 20 bis 38)

kDa

Patient

20| 21]|122| 23| 24| 25]126|27|28|29|30]31]|32]|33]|34
Bande

35

36

37

38

1c

2c

3c 2 3 1

4c 1 3 1

5¢c 1 1

6¢c 1 1] 1

N

7c 1

8c 2

97

__=_l=

9c

10c

11c

Aalalal -

12¢c

13c 112 212111

14c 2

=N = -

15¢

16¢

67

17c 2|1 3 3 2 1

18c 1 2 1

21c

22c 1 1

23c 1 1 1 1 1

45

25c

26¢c 1 1

27¢c

28c

/

/

31c 1

32c 1

/

34c 1

29

35c

36¢c

37c

38¢c 1

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikdrpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen Gré3enordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Alleinige Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
und humanem Hodengewebe
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Bandenmuster fir humane Spermien (Patient Nr. 39 bis 57)

kDa

Patient

Bande 391 40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

1c

2c

3c

4c

5¢c

6c 111

7c 1

8c

97

9c 111

10c 1

11c

12¢c

N

13c

14c 1

—_

15¢

16¢c

67

17c

18c

21c 1

22c

23c 311

45

25c 1

26¢c

27c

28c 1

/

/

31c

32c

/

34c

29

35c

36¢ 1

37c 1

38c

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikdrpern gegen Hodenproteine der Maus.

Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Alleinige Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
und humanem Hodengewebe
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Bandenmuster fiir Nierenproteine der Maus (Patient Nr. 1 bis 19)

kDa

Patient

112 3|4|5|6|]7]|]8]]9]|10]11]12|13|14|15|(16| 17| 18
Bande

19

~|~|-

97

—
(=
o
-

67

N
—
o
N
-
w
-

45

29

37d

38d 1

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung Parallele Bande in humanem Hodengewebe
und humanen Spermien
1 Schwache Bande Parallele Bande in Hodengewebe der Maus,
2 Normale Bande humanem Hodengewebe und humanen Spermien
3  Starke Bande Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Kursiv Doppelbande Parallele Bande in humanem Hodengewebe
-Par. Bande in humanen Spermien Alleinige Bande in Nierenproteine der Maus
Parallele Bande in Hodengewebe Parallele Bande in Hodengewebe der

der Maus und humanen Spermien Maus und humanem Hodengewebe
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Bandenmuster fiir Nierenproteine der Maus (Patient Nr. 20 bis 38)

Patient

kD.
a Bande

20

21

22

23

24

25

26

27

28129 30| 31

32

33

34

35

36

37

38

~|~|-

97 9d

67 17d

45 25d

29 /

37d

38d

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.

Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3  Starke Bande
Kursiv Doppelbande

-Par. Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe
der Maus und humanen Spermien

Parallele Bande in humanem Hodengewebe
und humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus,
humanem Hodengewebe und humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Alleinige Bande in Nierenproteine der Maus
Parallele Bande in Hodengewebe der
Maus und humanem Hodengewebe
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Bandenmuster fiir Nierenproteine der Maus (Patient Nr. 39 bis 57)

kDa

Patient
Bande

39

40

41

42

43

44

45

46

471 48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

~|~|-

97

—

67

—

45

29

37d

38d

Gesamtverteilung der 57 Patienten mit Antikérpern gegen Hodenproteine der Maus.
Aufgrund der Ungenauigkeit der Methode lassen sich
die molekularen GréRenordnungen nur schatzen.

Zeichenerklarung

1 Schwache Bande

2 Normale Bande

3 Starke Bande

Kursiv Doppelbande
-Par. Bande in humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe

der Maus und humanen Spermien

Parallele Bande in humanem Hodengewebe
und humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus,
humanem Hodengewebe und humanen Spermien
Parallele Bande in Hodengewebe der Maus
Parallele Bande in humanem Hodengewebe
Alleinige Bande in Nierenproteine der Maus

Parallele Bande in Hodengewebe der

Maus und humanem Hodengewebe
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Tab. 6: Statistische Werte der Banden fluir Hodenproteine der Maus

Bande | Summe der Bandenstiarke | Mittelwert Median Standarabweichung
/ / / / /
2a 5 1 1 0
3a 5 1,25 1 0,5
4a 20 1,176470588 1 0,52859414
/ / / / /
6a 60 2 2 0,830454799
/ / / / /
8a 22 1,375 1 0,619139187
9a 61 1,605263158 1 0,789781827
10a 3 1 1 0
11a 7 1,166666667 1 0,40824829
12a 1 1 1 ungultig
13a 24 1,6 1 0,828078671
14a 17 1,416666667 1 0,668557923
15a 3 3 3 ungltig
16a 12 1,5 1 0,755928946
17a 21 1,235294118 1 0,437237316
18a 14 1,75 2 0,707106781
/ / / / /
20a 5 1 1 0
21a 11 1,571428571 1 0,786795792
22a 27 1,588235294 1 0,795206226
23a 2 1 1 0
/ / / / /
25a 8 1,333333333 1 0,816496581
26a 6 1,5 1,5 0,577350269
/ / / / /
28a 2 1 1 0
29a 6 1 1 0
30a 4 1,333333333 1 0,577350269
/ / / / /
32a 1 1 1 ungultig
33a 4 2 2 1,414213562
/ / / / /
/ / / / /
36a 2 2 2 ungultig
/ / / / /
/ / / / /
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Tab. 7: Statistische Werte der Banden fiir humane Hodenproteine

Bande | Summe der Bandenstiarke | Mittelwert Median Standarabweichung
1b 11 1,222222222 1 0,440958552
2b 13 1,3 1 0,483045892
3b 3 1,5 1,5 0,707106781
4b 6 1,5 1 1

/ / / / /
6b 4 1 1 0
7b 6 1,5 1 1
8b 15 1,5 1 0,849836586
9b 78 1,813953488 2 0,823922498
10b 8 1 1 0
11b 20 1,538461538 1 0,776250026
12b 13 1,444444444 1 0,881917104
13b 40 1,538461538 1 0,646886032
14b 18 1,125 1 0,341565026
15b 5 1,25 1 0,5
16b 9 1,125 1 0,353553391
17b 44 1,466666667 1 0,681445387
18b 12 1,090909091 1 0,301511345
19b 2 1 1 0
20b 2 1 1 0
21b 4 1 1 0
22b 5 1 1 0
23b 10 1 1 0

/ / / / /
25b 8 1 1 0
26b 30 1,578947368 1 0,692482609
27b 3 1,5 1,5 0,707106781
28b 10 1,25 1 0,707106781
29b 1 1 1 ungultig

/ / / / /

/ / / / /

/ / / / /

/ / / / /

/ / / / /

/ / / / /
36b 1 1 1 ungultig

/ / / / /
38b 1 1 1 ungultig




Tab. 8: Statistische Werte der Banden fiir humane Spermien
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Bande | Summe der Bandenstiarke | Mittelwert Median Standarabweichung
1c 1 1 1 ungultig
2c 4 2 2 1,414213562
3c 12 1,5 1 0,755928946
4c 13 1,181818182 1 0,603022689
5c 4 1 1 0
6c 26 1,3 1 0,470162346
7c 12 1,090909091 1 0,301511345
8c 11 1,1 1 0,316227766
9¢c 30 1,111111111 1 0,423659273
10c 8 1,333333333 1 0,816496581
11c 5 1 1 0
12¢ 32 1,391304348 1 0,656376447
13c 35 1,4 1 0,645497224
14c 14 1,4 1 0,699205899
15¢ 2 1 1 0
16¢ 7 1,4 1 0,894427191
17¢ 24 1,411764706 1 0,71228712
18c 11 1,1 1 0,316227766

/ / / / /
/ / / / /
21c 3 1 1 0
22c 4 1 1 0
23c 14 1,166666667 1 0,577350269
/ / / / /
25¢c 4 1 1 0
26¢c 12 1,2 1 0,632455532
27c 2 1 1 0
28c 4 1,333333333 1 0,577350269
/ / / / /
/ / / / /
31c 2 1 1 0
32c 2 1 1 0
/ / / / /
34c 3 1 1 0
35¢c 4 1,333333333 1 0,577350269
36¢ 5 1,25 1 0,5
37c 2 1 1 0
38c 2 1 1 0
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Tab. 9: Statistische Werte der Banden fuir Nierenproteine der Maus

Bande | Summe der Bandenstiarke | Mittelwert Median Standarabweichung
/ / / / /
/ / / / /
/ / / / /
4d 1 1 1 ungultig
/ / / / /
6d 2 1 1 0
/ / / / /
8d 3 1 1 0
9d 33 1,32 1 0,690410506
10d 4 1 1 0
11d 3 1 1 0
12d 2 1 1 0
13d 9 1,285714286 1 0,755928946
14d 6 1,2 1 0,447213595
15d 3 1 1 0
16d 6 1 1 0
17d 11 1,222222222 1 0,666666667
18d 11 1 1 0
19d 13 1,857142857 1 1,069044968
20d 22 1,375 1 0,619139187
21d 23 1,642857143 1 0,841897386
22d 7 1,4 1 0,547722558
23d 8 1,142857143 1 0,377964473
24d 1 1 1 ungultig
25d 10 1,428571429 1 0,534522484
26d 3 1 1 0
27d 2 1 1 0
28d 1 1 1 ungultig
29d 4 2 2 1,414213562
30d 4 1 1 0
31d 3 1,5 1,5 0,707106781
/ / / / /
/ / / / /
/ / / / /
/ / / / /
/ / / / /
37d 2 2 2 ungultig
38d 1 1 1 ungultig
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Patientendaten (Patient Nr. 1 bis 23)

Patient
Nr.

Anamnese, klinischer Befund

Nikotinkonsum von 1-2 Zigaretten-Packungen pro Tag;

FSH-Spiegel pathologisch erhdht

Varicocele |.-11.° bds.; Z. n. Varicocelenverédung;

Hodentorsion rechts im Sauglingsalter

Maldescensus testis mit op. Therapie; rez. Prostatitis bek.

(mit Antibiotika behandelt); Kinderwunsch seit > 10 Jahren

Toxoplasmoseinfektion im 18. Lebensjahr

Maldescensus testis rechts, Orchidopexie wurde erst im Alter von 10 J.

durchgefuhrt; Mumps; Z. n. 4 x ICSI (kein Schwangerschaftseintritt)

Varicocele |.-11.° beidseits

Z. n. Embolisation einer Varicocele li.; Z. n. 1 x erfolgreicher

ICSI-Behandlung und 2 x ohne Schwangerschaftseintritt

Varicocele |.-11.° rechts; Leisten-OP rechts mit 2 Jahren

Hodenprellung im 26. Lj.; Kinderwunsch seit 8 Jahren;

Z. n. Padutin-Behandlung; Pendelhoden in der Jugend

Hormonbehandlung im Alter von ca. 12 Jahren wegen

Maldescensus testis; Varicocele |.° links

Seit ca. 8 Jahren unerfullter Kinderwunsch; Varicocele 1.° links

Kryptorchismus beidseits in Kindheit;

Varicocele |.-11.° rechts und Il.-111.° links

13

Leichte diffuse tubulare Hodenatrophie bds. (mit Hormonen behandelt);

Varicocele Il.° links; Z.n. IVF (von 9 entnommenen Eizellen

wurden 3 befruchtet ohne Schwangerschaftseintritt)

14

Keine schwerwiegenden Vorerkrankungen;

Varicocelenuntersuchung ohne path. Befund

15

Mumps im Kindesalter, Varicocele 0.-1.° links,

schwere Nierenentzindung im Alter von 7-8 Jahren

16

Mumps als Kleinkind; 1 eigenes Kind

17

Varicocele 1.° rechts und Il.° links

18

Maldescensus testis im Alter von 5 Jahren; Z. n. 1 x IVF mit Zona-Drilling,

von 7 Eizellen wurden 2 befruchtet ohne Einnistung

19

Maldescensus testis bds. (links nach Hormonkur deszendiert, rechts OP

im Alter von 4-6 Jahren); Varicocelen-OP mit 14 Jahren;

schwerer Testisschaden mit Spermatogenesestop und

Ubergang in Depopulationssyndrom

20

V.a. Maldescensus testis in der Kindheit

21

Z. n. Padutin- und Vitamin E-Behandlung

Hypergonadotroper Hypogonadismus

22

Maldescensus testis re. (im Alter von 19 Jahren operiert); 1 eigenes Kind

23

Mumps
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Tab. 10: Patientendaten (Patient Nr. 24 bis 45)
Par‘tl'f.nt Anamnese, klinischer Befund
24 |Typ | Sensibilisierung gegenuber Schimmelpilzen; Varicocele 1.° links
25 Z. n. Hodenbiopsie bds. (Einschrankung der Spermatogenese);
Z. n. HCG/HMG-Behandlung; Varicocele 0.-l.° beidseits
26 |Z.n. Varicocelenverddung links; Z. n. 2 x IVF und 1 x ICSI
27 |Varicocele I.° links
28 seit 13 Jahren unerfullter Kinderwunsch;
Z.n. 3 Inseminationen und 2 IVF ohne Schwangerschaftseintritt
29 Maldescensus testis (mit 12 Jahren operiert);
Varicocele |.-Il.° beidseits; Mumps
30 |Gleithoden als Kind; Mumps in Kindheit
31 |3 Inseminationen ohne Schwangerschaftseintritt
32 |Mumps in der Kindheit; Beruf: Chemikant (Industrieemission)
33 Kinderwunsch seit 3 Jahren; Mumps ohne Komplikationen in Kindheit;
Hepatitis A bekannt; Varicocele |l.-11l.° links und 0.-1.° rechts
34 Pendelhodenfixation im 12. Lj.; Z. n. Hepatitis A- und B-Infektion;
Z. n. Gonorrhoe, die antibiotisch behandelt wurde; Z. n. 1 x ICSI
35 |Z. n. Tamoxifenbehandlung
36 Mumps in der Kindheit; beruflicher Losungsmittelkontakt;
Varicocele |.° links
Maldescensus testis (OP rechts); Z. n. Prostatitis; Varicocele 1.° links;
Z.n. 1 x Insemination und 4 x IVF und ICSI
37 |(im Rahmen der ICSI| kam es zur Schwangerschaft,
welche wegen Trisomie 21 in der 22.SSW abgebrochen wurde),
Z. n. Herzklappen-OP, seither Einnahme von Marcumar & Beloc zoc mite
38 Kinderwunsch seit 10 Jahren; Z. n. 2 x Inseminationen
(1 x Zwillingsgeburt und 1 x erfolglos)
39 |Mumps in der Kindheit; Varicocele |.° links
40 |Circumcision mit 6 Jahren; Varicocele |.° links; Euthyreose
41 Mumps in der Kindheit; Psoriasis vulgaris;
Einnahme von Teldane b. Bed. wegen einer Pollinose
Nebenhoden caudal links erweitert; Z. n. Varicocelen-OP; Z. n. 1 x ICSI,
42 |Varicocele |.° links mit Begleithydrocele, Tegretal-Einnahme nach
epileptischem Anfall, Euthyrox-Einnahme nach Schilddriisen-OP
Hodentorsion im 18. Lj., welche operativ saniert wurde,
43 |seither bestehende Atrophie des re. Hodens; Mumps in Kindheit;
Nikotinkonsum von 20 Zigaretten pro Tag
44 Z. n. Maldescensus testis; Orchidopexie mit 8 Jahren;
Circumcision im Kindesalter
45 |Frahere Therapie mit Zink; Nikotinkonsum 30 Zigaretten pro Tag
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Tab. 10: Patientendaten (Patient Nr. 46 bis 57)

Patient

Nr Anamnese, klinischer Befund

46 Varicocele I.° links

47 Kinderwunsch seit mehr als 7 Jahren; Varicocele |.° links;
Z.n. 4 x Inseminationen

48 OAT-Syndrom bekannt

49 Circumcision in der Kindheit; Nikotinkonsum 20 Zigaretten pro Tag

Benigne Prostatahyperplasie; Kinderwunsch seit 20 Jahren;

Z.n. 2 Varicocelen-OP im Erwachsenenalter links; Z. n. 3 x IVF

S0 (Eizellen wurden bei jeder befruchtet ohne Schwangerschaftseintritt);
Z. n. Padutinbehandlung
Z.n. mehreren Inseminationen, Z. n. 1 x IVF

51 (8 Eizellen wurden entnommen, es erfolgte keine Befruchtung)

beruflicher Kontakt mit Chemikalien und Loésungsmitteln;

Nikotinkonsum 20 Zigaretten pro Tag

Celenartige Absetzung im Mittelstuck des rechten Nebenhodens;

1 eigenes Kind; gelegentl. Alkoholkonsum, Knochenprobleme,

59 Arthrose, daher haufig radiolog. Untersuchungen, Einnahme von

Diclofenac n. Bed.; Z. n. antimykot. Behandlung wg.

Pilzbesiedelung im Halsbereich, berufl. Losungsmittelkontakt;

Nikotinkonsum 20 Zigaretten/Tag

Leistenhernien-OP im Alter von 8 Jahren;

33 Varicocelen-OP vor 5-6 Jahren; latenter Diabetes mellitus
Varicocele 0.-1.° links; beidseits Intertrigo in der Leiste;

54 Kinderwunsch seit 3 Jahren; Adipositas per magna;
Hypertonie; gelegentlicher Alkoholkonsum

55 Varicocele 0.-1.° beidseits; Psoriasis vulgaris seit dem 15. L|.

56 Z. n. Varicocelen-OP links; Euthyreose

57 Varicocele |.° links; Z. n. Padutintherapie;

Nikotinkonsum 20 Zigaretten pro Tag
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Tab. 11: Spermiogramm (Patient Nr. 1 bis 30)

Spermiogramm

Pa:l'f"t <rorz| Volumen] pH- | Motilitat | (a) ) © 1 @
(ml) Wert | % Gesamt|schnell|langsam| lokal | keine

1 4d 0,5 7,7 54% 3% 23% 28% 46%
2 5d 5,1 7,5 18% 2% 5% 11% 82%
3 4d 2 7,5 58% 1% 18% 39% 42%
4 3d 2,3 7,5 59% 27% 18% 14% 41%
5 6d 4 7,7 11% 3% 2% 6% 89%
6 14 d 7 7,5 37% 2% 11% 24% 63%
7 6d 6,5 7,5 12% 2% 4% 6% 88%
8 4d 4.1 7,5 61% 17% 27% 17% 39%
9 7d 5 7,5 58% 20% 19% 19% 42%
10 7d 2,7 7,5 55% 8% 26% 21% 45%
11 4d 3 7,7 58% 15% 26% 17% 42%
12 3d 4,9 7,5 51% 7% 17% 27% 49%
13 3d 2,3 7,5 2 unbewegliche Spermien gesehen
14 3d 0,9 7,7 1 unbewegliches Spermium gesehen
15 8d 3 7,5 50% 12% 21% 17% 50%
16 5d 2,5 7,5 50% 10% 19% 21% 50%
17 7d 2 7,5 64% 2% 10% 34% 54%
18 5d 2,7 7,5 45% 10% 15% 20% 55%
19 10d 4,7 7,2 1 bewegliches Spermium gesehen
20 4d 4,3 7,7 26% 4% 12% 10% 74%
21 6d 2,8 7,5 keine Spermien gesehen
22 4d 4,6 7,2 77% 19% 38% 20% 23%
23 5d 2,8 7,5 62% 24% 22% 16% 38%
24 3d 2,6 7,5 66% 24% 26% 16% 34%
25 4d 5,1 7,5 54 Spermien gesehen (1 langsame Motilitat, 1lokale
26 4d 4,9 7,2 3 Spermien gesehen (1lokale Motilitat, 2 keine Motilitat)
27 3,9 7,5 34% 3% 14% 17% 66%
28 4d 2,8 7,5 48% 3% 26% 19% 52%
29 2d 3,1 7,5 60% 21% 16% 23% 40%
30 3d 2,5 7,7 43% 19% 14% 10% 57%




Tab. 11: Spermiogramm (Patient Nr. 31 bis 57)
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Spermiogramm

Pa:l'f"t <o | Volumen] pH- | Motilitat | (@) b) © 1 @
(ml) Wert | % Gesamt | schnell|langsam| lokal | keine
31 5d 1,5 7,7 13% / 4% 9% 87%
32 5d 7,5 7,5 47% 13% 20% 14% 53%
33 5d 4.8 7,2 55% 18% 21% 16% 45%
34 8d 3 7,5 61% 15% 26% 20% 39%
35 5d 2,6 7,5 45% 4% 16% 25% 55%
36 5d 4.8 7,5 25% 6% 8% 11% 75%
37 4d 5.4 7.2 60% 1% 20% 29% | 40%
38 54 6.3 7.7 45% 2% 8% 5% | 55%
39 4d 9,7 7,5 69% 16% 29% 24% 31%
40 21d 3,8 7,5 43% 11% 18% 14% 57%
41 5d 2,5 7,5 64% 27% 21% 16% 36%
42 5d 9 7,2 55% 7% 23% 25% 45%
43 4d 2,6 7,5 62% 15% 26% 21% 38%
44 5d 1,9 7,7 58% 17% 26% 15% 42%
45 6d 4.1 7,5 43% 6% 22% 15% 57%
46 5d 4.7 7,5 56% 15% 24% 17% 44%
47 8d 3,2 7,2 51% 16% 19% 16% 49%
48 5d 1,4 7,5 13% 1% 4% 8% 87%
49 2d 3,8 7,7 65% 18% 28% 19% 35%
50 6d 2,9 7,5 41% 9% 18% 14% 59%
51 7d 4.4 7,5 58% 19% 21% 18% 42%
52 5d 3 7,5 59% 12% 25% 22% 41%
53 5d 2,4 7,5 46% 3% 16% 27% 54%
54 8d 4.5 7,5 47% 3% 24% 20% 53%
55 8d 5 75 53% 21% 7% 5% | 47%
56 3d 2,8 8 47% 6% 19% 22% 53%
57 8d 7.1 7,5 53% / 7% 46% 47%




Tab. 12: Spermiogramm Fortfuhrung (Patient Nr. 1 bis 30)
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Spermiogramm

Pa,‘tllf nt SZahI d.er IMo.rpho- Leuko- Agglu- Makro- Eosin %
ptlarmlen ogle. nor zyten tination phagen vital
(Mio./ml) mal in %
1 2,81 24% (+) / / 73%
2 0,62 / ++ / (+) 88%
3 110,9 39% / + / 67%
4 29,6 3% +++ / + 79%
5 <0,31 / ++ / / 1 vitales
6 125 18% / +++ / 68%
7 0,93 / (+) / / 50%
8 30,6 10% / / / 81%
9 713 1% 75%
10 0,31 3% + / / 73%
11 63,4 26% / +++ / 74%
12 0,31 9% ++ / / 70%
13 <0,31 / / / / /
14 <0,31 * ++
15 491 22% ++ 71%
16 34,3 23% / ++ / 70%
/, danur 13
17 0,31 Spermien (+) ++ 50%
gesehen
18 15 4% / / / 73%
19 <0,31 / / / / /
20 2,5 / ++ / / 71%
21 / / + / / /
22 13,7 5% / / / 83%
23 156,2 13% / ++ / 78%
24 92,1 40% + 83%
25 <0,31 0-1% 1 vitales
26 <0,31 / ++ / / /
27 7,45 5% + 78%
28 11,5 / ++ 67%
29 16,9 18% / + / 69%
30 23,1 3% + / / 68%

Morphologie bei 2 Spermatozoen gesehen,
wobei 1 mit Akrosomenstérung, 1 mit Uberstreckung




Tab. 12: Spermiogramm Fortfuhrung (Patient Nr. 31 bis 57)
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Spermiogramm

Patient | Zah d.er Mo.rpho- Leuko- Agglu- Makro- Eosin %
Nr. | Spermien | logie nor- zyten tination phagen vital
(Mio./ml) mal in %

31 3,41 /

32 28,7 12% / / / 74%
33 36,7 18% + + 78%
34 16,9 31% / + / 75%
35 31,2 6% (+) + / 70%
36 2,81 4% / / / 78%
37 4,03 10% / / / 81%
38 16,2 6% / / / 80%
39 18,6 35% / +++ / 75%
40 82,5 2% / +++ / 59%
41 39,7 12% / / / 74%
42 3.1 1% + / / 59%
43 21,8 5% ++ +) 77%
44 15 2% / / 76%
45 65,6 9% / / 73%
46 19,5 1% / + / 85%
47 41,2 4% / ++ / 76%
48 1,56 / ++ 69%
49 12,5 2% / + / 83%
50 50 7% / +++ / 55%
51 25,6 / / ++ / 69%
52 3,75 / ++ 68%
53 2,81 2% / / / 70%
54 0,93 / ++ 79%
55 29,9 1% +(+) + 62%
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Tab. 13: ELISA, Prolaktin, Inhibin (Patient Nr. 1 bis 30)

Patient Alter ELISA Prolaktin| Inhibin
Nr. Chlamydien IgA | Serum AK (U/ml) [IL 6 (pg/ml)| (ng/ml) | (ng/ml)
1 31 neg. 12,6 48 12,7 17
2 31 neg. 4 62 6,7 75
3 41 neg. > 100 57 11,9 122
4 43 neg. 5 431 7,6 166
5 44 neg. 13 69 9,7 62
6 38 neg. 2 19 9,6 197
7 36 neg. 9 11 24,7 35
8 34 neg. > 100 11 10,7 53
9 36 neg. 6 20 12,5 118
10 40 neg. 10 123 9,3 <15
11 37 neg. > 100 17 3,4 163
12 41 ++ <15 87 10,6 49
13 35 neg. 2 10 12,4 34
14 31 8 289 8,4 129
15 32 neg. 18 16 2,5 132
16 33 neg. 5 6 5,4 147
17 42 neg. 8,2 7 10,5
18 34 neg. 6 14 7,9 153
19 35 neg. 3 39 8,7 39
20 29 neg. 13 327 13,6 108
21 31 neg. > 100 31 6,4 <15
22 35 neg 49 51 12,8 84
23 30 neg. 4 10 8,7 175
24 38 neg. 6 142 11,7
25 40 neg. 2 12 6,7
26 37 neg. 4 19 11,2 25
27 30 neg. 5 19 10 194
28 33 neg. 2 7 9,8 190
29 27 neg. 4 18 13,5 121
30 41 neg. 25 41 13 21
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Tab. 13: ELISA, Prolaktin, Inhibin (Patient Nr. 31 bis 57)

Patient Alter ELISA Prolaktin| Inhibin
Nr. Chlamydien IgA | Serum AK (U/ml) [IL 6 (pg/ml)| (ng/ml) | (ng/ml)
31 32 7
32 34 neg. 3,7 16 6,8 145
33 31 neg. 4.4 8 13,5 87
34 29 ++ 18,4 67 8,6 87
35 32 + 4 10 8,2 171
36 26 neg. 11 52 6,1 134
37 36 neg. > 100 24 6,5 78
38 43 neg. 24 35 8,6 195
39 30 neg. 4 27 6,8 153
40 36 neg. 15 33 6,2 216
41 32 neg. 97 15 5,4 102
42 35 neg. 5 28 11,4 151
43 23 ++++ 16 70 13,1 48
44 33 neg. 10 34 11,9 114
45 33 neg. 13 70 6,3 224
46 30 neg. 10 / 8,6 195
47 39 neg. 7 15 6,8 223
48 29 neg. 3 67 11,4 157
49 34 neg. 78 4 9,4 218
50 44 neg. 2 67 5,5 217
51 31 neg. 1 24 8 156
52 38 neg. 2 53 5,3 190
53 42 neg. 9 38 13,2 99
54 38 neg. 3 32 8,5 31
55 37 neg. 2 12 8,9 138
56 34 neg. 14 373 7,1 69
57 31 neg. 9 4 7,9 159
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Tab. 14: Mikrobiologie des Ejakulats (Patient Nr. 1 bis 30)

Patient

Mikrobiologie des Ejakulates

Koagulase-neg. Staphylokokken: ++

Kein aerobes Wachstum

Koagulase-neg. Staphylokokken: 5x10* K/ml, Streptokokken ohne Gruppen-AG: 1x10* K/ml

Koagulase-neg. Staphylokokken: 1 Kol.

Beachtliche Uberwucherung mit Ureaplasma urealyticum und Neisseria gonorrh.

Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)

Kein aerobes Wachstum

Streptokokken ohne Gruppenantigen: 2x10% K/ml

Koagulase-neg. Staphylokokken: 2 Kol., Ureplasma urelyticum: ++

Enterokokken: 1x10% K/ml

Koagulase-neg. Staphylokokken: 2x10% K/ml

Kein aerobes Wachstum

Koagulase-neg. Staphylokokken: (+), Enterokokken: 3 Kol.

Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)

E. coli: > 10* K/ml

Ly L PR K I LY LY Y Y Y 2
olo|~N|o|a|nle|N|alo|@|R (N (O|R~WINI= S

Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)
Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)
Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)
Koagulase-neg. Staphylokokken: 1 Kol.
20 |Koagulase-neg. Staphylokokken: (+), E. coli.: +
21 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 2x10% K/ml
22 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 2x10® K/ml
23  |Kein aerobes Wachstum
24  |Gram.-neg. Stabchen: 2 Kol.
25 Koagulase-neg. Staphylokokken: 2x102 K/ml, Streptokokken ohne Gruppen-AG: 3x10* K/ml
26 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 1 Kol.
27 Enterokokken: 2x10* K/ml
28 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 4x10° K/ml
29 |Kein aerobes Wachstum
30 |Streptokokken der Gruppe B: ++++
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Tab. 14: Mikrobiologie des Ejakulats (Patient Nr. 31 bis 57)

Pahtl'fnt Mikrobiologie des Ejakulates
31 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 4 Kol.
32 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 1 Kol.
33  |Vergriinende Streptokokken: 1x103 K/ml
34 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 1x10® K/ml
35 Kein aerobes Wachstum
36 Koagulase-neg. Staphylokokken: 2 Kol., Vergriinende Streptokokken: 1x10° K/ml
37 Koagulase-neg. Staphylokokken: 2 Kol., Vergriinende Streptokokken: 1x10° K/ml
38 Vergrinende Streptokokken: 4x10* K/ml
39 [Koagulase-neg. Staphylokokken: 4x103 K/ml, Enterokokken 4x10° K/ml
40 Vergrinende Streptokokken: 3x104 K/ml, Ureaplasma urealyticum: ++
41  |Kein aerobes Wachstum
42 Koagulase-neg. Staphylokokken: 1x10® K/ml, Ureaplasma urealyticum: ++
43 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 5x104 K/ml
44 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 1x10® K/ml
45 Vergrinende Streptokokken: 1x102 K/ml
46 Vergrinende Streptokokken: (+)
47 Vergrinende Streptokokken: 2x10® K/ml
48 |Koagulase-neg. Staphylokokken: ++
49 |Staphylococcus aureus: (+)
50 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 4x10% K/ml
51 |Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)
52 |Koagulase-neg. Staphylokokken: +
53 Koagulase-neg. Staphylokokken: (+)
54 Koagulase-neg. Staphylokokken: 1 Kol., Ureaplasma urealytic.: +, Mycoplasma spec.: +++
55 Koagulase-neg. Staphylokokken: +, Ureaplasma urealyticum: +
56 |Koagulase-neg. Staphylokokken: 2 Kol.
57 Vergrinende Streptokokken: (+), Staphylococcus aureus: 2 Kol.
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Tab. 15: Banden im Westernblot (Patient Nr. 1 bis 30)

Patient
Nr.

Banden im Westernblot
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Tab. 15: Banden im Westernblot (Patient Nr. 31 bis 57)

Patient
Nr.

Banden im Westernblot
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Tab. 16: Immunfluoreszenz, Inmunobead (Patient Nr. 1 bis 30)

Pa"t;:nt Immunfluoreszenz Immunobead
1 Negativ Negativ
2 Negativ Negativ
3 Negativ Negativ
4 Negativ Negativ
5 Negativ Negativ
6 Negativ Negativ
7 Negativ Negativ
8 Negativ Negativ
9 Negativ Negativ
10 Negativ Negativ
11 Negativ Positiv
12 Negativ Negativ
13 Negativ Negativ
14 Negativ Negativ
15 Negativ Negativ
16 Negativ Negativ
17 Negativ Negativ
18 Negativ Negativ
19 Negativ Negativ
20 Negativ Negativ
21 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
22 Negativ Positiv
23 Negativ Negativ
24 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
25 Negativ Negativ
26 Fluoreszenz um Schwanz und Kopf [Negativ
27 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
28 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
29 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
30 Negativ Negativ
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Tab. 16: Immunfluoreszenz, Immunobead (Patient Nr. 31 bis 57)

Pa:;:nt Immunfluoreszenz Immunobead
31 Negativ Negativ
32 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
33 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
34 Fluoreszenz um Schwanz und Kopf |Negativ
35 Fluoreszenz um Schwanz Positiv
36 Negativ Negativ
37 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
38 Negativ Negativ
39 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
40 Negativ Negativ
41 Negativ Negativ
42 Negativ Negativ
43 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
44 Negativ Negativ
45 Negativ Negativ
46 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
47 Negativ Negativ
48 Fluoreszenz um Aquatorialsequent |Negativ
49 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
50 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
51 Negativ Negativ
52 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
53 Negativ Negativ
54 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
55 Negativ Negativ
56 Fluoreszenz um Schwanz Negativ
57 Negativ Negativ




Tab. 17: Patienten mit Antikorperreaktionen (Patient Nr. 1 bis 30)
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ELISA

Patient Bande fur Bande fiir| Immun- Immuno-
Nr. Chlamydien| Serumanti- IL6 humane humane | fluores- bead
IgA korper (U/ml)| (pg/ml) | Hodenproteine | Spermien zenz
1 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
2 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
3 neg. pos. neg. pos. pos. neg. neg.
4 neg. neg. pos. pos. neg. neg. neg.
5 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
6 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
7 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
8 neg. pos. neg. pos. pos. neg. neg.
9 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
10 neg. neg. pos. pos. neg. neg. neg.
11 neg. pos. neg. pos. pos. neg. pos.
12 pos. neg. pos. pos. pos. neg. neg.
13 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
14 neg. pos. pos. pos. neg. neg.
15 neg. neg. neg. pos. neg. neg. neg.
16 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
17 neg. neg. neg. pos. neg. neg. neg.
18 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
19 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
20 neg. neg. pos. pos. pos. neg. neg.
21 neg. pos. neg. pos. pos. pos. neg.
22 neg pos. neg. pos. pos. neg. pos.
23 neg. neg. neg. neg. pos. neg. neg.
24 neg. neg. pos. pos. pos. pos. neg.
25 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
26 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
27 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
28 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
29 neg. neg. neg. pos. pos. (neg.) pos. neg.
30 neg. pos. neg. pos. pos. (neg.) neg. neg.

Legende: In Klammern steht das Ergebnis fur die als relevant betrachteten Banden
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Tab. 17: Patienten mit Antikorperreaktionen (Patient Nr. 31 bis 57)

Patient ELISA Bande fur Bande fiir] Immun- Immuno-
Nr Chlamydien| Serumanti- IL6 humane humane | fluores- bead
) IgA korper (U/ml)| (pg/ml) | Hodenproteine | Spermien zenz
31 pos. pos. neg. neg.
32 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
33 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
34 pos. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
35 pos. neg. neg. pos. pos. (neg.) pos. pos.
36 neg. neg. neg. pos. pos. (neg.) neg. neg.
37 neg. pos. neg. pos. pos. pos. neg.
38 neg. pos. neg. pos. pos. neg. neg.
39 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
40 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
41 neg. pos. neg. pos. pos. neg. neg.
42 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
43 pos. neg. pos. pos. pos. (neg.) pos. neg.
44 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
45 neg. neg. pos. pos. pos. neg. neg.
46 neg. neg. neg. pos. neg. pos. neg.
47 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
48 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
49 neg. pos. neg. pos. pos. pos. neg.
50 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
51 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
52 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
53 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.
54 neg. neg. neg. pos. pos. pos. neg.
55 neg. neg. neg. pos. pos. (neg.) neg. neg.
56 neg. neg. pos. pos. pos. pos. neg.
57 neg. neg. neg. pos. pos. neg. neg.

Legende: In Klammern steht das Ergebnis fur die als relevant betrachteten Banden




Tab. 18: Korrelationstabelle
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Merkmal A Merkmal B Korrelation

Alter < 30 Jahre Serumantikérper (ELISA) nein
Alter = 41 Jahre Serumantikérper (ELISA) nein
Alter 31 - 35 Jahre Serumantikérper (ELISA) nein
Alter 36 - 40 Jahre Serumantikérper (ELISA) nein
IL 6 (ELISA) Serumantikérper (ELISA) nein
IL 6 (ELISA) Immunfluoreszenz nein
IL 6 (ELISA) Immunobeadassay nein
Immunfluoreszenz Immunobeadassay nein
Bande 6 humane Hodenproteine Agglutination nein
Bande 6 humane Hodenproteine Bande 6 Hodenproteine der Maus nein
Bande 6 humane Hodenproteine Bande 6 humane Spermien nein
Bande 6 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) ja

Bande 6 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 6 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 6 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 6 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz nein
Bande 6 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 6 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 6 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 6 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 6 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 6 humane Hodenproteine Morphologie nein
Bande 6 humane Hodenproteine Motilitat niedrig nein
Bande 6 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 6 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 6 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 6 humane Hodenproteine Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 6 humane Hodenproteine Varicocele nein
Bande 6 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 6 humane Spermien Agglutination nein
Bande 6 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 6 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 6 humane Spermien Hodentorsion nein
Bande 6 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 6 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 6 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 6 humane Spermien Inhibin niedrig nein
Bande 6 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 6 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 6 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 6 humane Spermien Morphologie nein
Bande 6 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 6 humane Spermien Mumps nein
Bande 6 humane Spermien Prolaktin hoch nein
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Merkmal A Merkmal B Korrelation

Bande 6 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 6 humane Spermien Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 6 humane Spermien Varicocele nein
Bande 6 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 8 humane Hodenproteine Agglutination nein
Bande 8 humane Hodenproteine Bande 8 Hodenproteine der Maus ja

Bande 8 humane Hodenproteine Bande 8 humane Spermien ja

Bande 8 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 8 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 8 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 8 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 8 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz nein
Bande 8 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 8 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 8 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 8 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 8 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 8 humane Hodenproteine Morphologie nein
Bande 8 humane Hodenproteine Motilitat niedrig nein
Bande 8 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 8 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 8 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 8 humane Hodenproteine Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 8 humane Hodenproteine Varicocele nein
Bande 8 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 8 humane Spermien Agglutination nein
Bande 8 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 8 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 8 humane Spermien Hodentorsion nein
Bande 8 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 8 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 8 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 8 humane Spermien Inhibin niedrig nein
Bande 8 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 8 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 8 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 8 humane Spermien Morphologie nein
Bande 8 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 8 humane Spermien Mumps nein
Bande 8 humane Spermien Prolaktin hoch nein
Bande 8 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 8 humane Spermien Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 8 humane Spermien Varicocele nein
Bande 8 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 9 humane Hodenproteine Agglutination nein

Bande 9 humane Hodenproteine

Bande 9 Hodenproteine der Maus

ja
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Merkmal A Merkmal B Korrelation

Bande 9 humane Hodenproteine Bande 9 humane Spermien nein
Bande 9 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 9 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 9 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 9 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 9 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz ja

Bande 9 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 9 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 9 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 9 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 9 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 9 humane Hodenproteine Morphologie nein
Bande 9 humane Hodenproteine Motilitat niedrig nein
Bande 9 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 9 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 9 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 9 humane Hodenproteine Serumantikorper (ELISA) nein
Bande 9 humane Hodenproteine Varicocele nein
Bande 9 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 9 humane Spermien Agglutination nein
Bande 9 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 9 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 9 humane Spermien Hodentorsion nein
Bande 9 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 9 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 9 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 9 humane Spermien Inhibin niedrig nein
Bande 9 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 9 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 9 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 9 humane Spermien Morphologie nein
Bande 9 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 9 humane Spermien Mumps nein
Bande 9 humane Spermien Prolaktin hoch nein
Bande 9 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 9 humane Spermien Serumantikorper (ELISA) nein
Bande 9 humane Spermien Varicocele nein
Bande 9 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 13 humane Hodenproteine Agglutination nein
Bande 13 humane Hodenproteine |Bande 13 Hodenproteine der Maus ja

Bande 13 humane Hodenproteine |Bande 13 humane Spermien ja

Bande 13 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 13 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 13 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 13 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 13 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz nein
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Merkmal A Merkmal B Korrelation
Bande 13 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 13 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 13 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 13 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 13 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 13 humane Hodenproteine Morphologie nein
Bande 13 humane Hodenproteine Motilitat niedrig nein
Bande 13 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 13 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 13 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 13 humane Hodenproteine Serumantikorper (ELISA) nein
Bande 13 humane Hodenproteine Varicocele nein
Bande 13 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 13 humane Spermien Agglutination nein
Bande 13 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 13 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 13 humane Spermien Hodentorsion nein
Bande 13 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 13 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 13 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 13 humane Spermien Inhibin niedrig nein
Bande 13 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 13 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 13 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 13 humane Spermien Morphologie nein
Bande 13 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 13 humane Spermien Mumps nein
Bande 13 humane Spermien Prolaktin hoch nein
Bande 13 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 13 humane Spermien Serumantikorper (ELISA) nein
Bande 13 humane Spermien Varicocele nein
Bande 13 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 17 humane Hodenproteine Agglutination nein
Bande 17 humane Hodenproteine Bande 17 Hodenproteine der Maus nein
Bande 17 humane Hodenproteine Bande 17 humane Spermien nein
Bande 17 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 17 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 17 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 17 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 17 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz nein
Bande 17 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 17 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 17 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 17 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 17 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 17 humane Hodenproteine Morphologie nein




- 118 -

Merkmal A Merkmal B Korrelation

Bande 17 humane Hodenproteine Motilitat niedrig nein
Bande 17 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 17 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 17 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 17 humane Hodenproteine Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 17 humane Hodenproteine |Varicocele ja

Bande 17 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 17 humane Spermien Agglutination ja

Bande 17 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 17 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 17 humane Spermien Hodentorsion nein
Bande 17 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 17 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 17 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 17 humane Spermien Inhibin niedrig ja

Bande 17 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 17 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 17 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 17 humane Spermien Morphologie nein
Bande 17 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 17 humane Spermien Mumps nein
Bande 17 humane Spermien Prolaktin hoch nein
Bande 17 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 17 humane Spermien Serumantikorper (ELISA) nein
Bande 17 humane Spermien Varicocele nein
Bande 17 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 22 humane Hodenproteine Agglutination nein
Bande 22 humane Hodenproteine Bande 22 Hodenproteine der Maus nein
Bande 22 humane Hodenproteine Bande 22 humane Spermien nein
Bande 22 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 22 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 22 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 22 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 22 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz nein
Bande 22 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 22 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 22 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 22 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 22 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 22 humane Hodenproteine Morphologie nein
Bande 22 humane Hodenproteine Motilitat niedrig ja

Bande 22 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 22 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 22 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 22 humane Hodenproteine Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 22 humane Hodenproteine Varicocele nein
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Merkmal A Merkmal B Korrelation

Bande 22 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 22 humane Spermien Agglutination nein
Bande 22 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) ja

Bande 22 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 22 humane Spermien Hodentorsion nein
Bande 22 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 22 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 22 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 22 humane Spermien Inhibin niedrig ja

Bande 22 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 22 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 22 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 22 humane Spermien Morphologie ja

Bande 22 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 22 humane Spermien Mumps nein
Bande 22 humane Spermien Prolaktin hoch nein
Bande 22 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 22 humane Spermien Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 22 humane Spermien Varicocele nein
Bande 22 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 26 humane Hodenproteine Agglutination nein
Bande 26 humane Hodenproteine Bande 26 Hodenproteine der Maus nein
Bande 26 humane Hodenproteine |Bande 26 humane Spermien ja

Bande 26 humane Hodenproteine Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 26 humane Hodenproteine Eosin niedrig nein
Bande 26 humane Hodenproteine Hodentorsion nein
Bande 26 humane Hodenproteine IL 6 (ELISA) nein
Bande 26 humane Hodenproteine Immunfluoreszenz nein
Bande 26 humane Hodenproteine Immunobeadassay nein
Bande 26 humane Hodenproteine Inhibin niedrig nein
Bande 26 humane Hodenproteine Lageanomalie nein
Bande 26 humane Hodenproteine Leukozyten nein
Bande 26 humane Hodenproteine Makrophagen nein
Bande 26 humane Hodenproteine Morphologie nein
Bande 26 humane Hodenproteine Motilitat niedrig nein
Bande 26 humane Hodenproteine Mumps nein
Bande 26 humane Hodenproteine Prolaktin hoch nein
Bande 26 humane Hodenproteine Prolaktin niedrig nein
Bande 26 humane Hodenproteine Serumantikérper (ELISA) nein
Bande 26 humane Hodenproteine Varicocele nein
Bande 26 humane Hodenproteine Zahl der Spermien niedrig nein
Bande 26 humane Spermien Agglutination nein
Bande 26 humane Spermien Chlamydien IgA (ELISA) nein
Bande 26 humane Spermien Eosin niedrig nein
Bande 26 humane Spermien Hodentorsion nein
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Merkmal A Merkmal B Korrelation
Bande 26 humane Spermien IL 6 (ELISA) nein
Bande 26 humane Spermien Immunfluoreszenz nein
Bande 26 humane Spermien Immunobeadassay nein
Bande 26 humane Spermien Inhibin niedrig nein
Bande 26 humane Spermien Lageanomalie nein
Bande 26 humane Spermien Leukozyten nein
Bande 26 humane Spermien Makrophagen nein
Bande 26 humane Spermien Morphologie nein
Bande 26 humane Spermien Motilitat niedrig nein
Bande 26 humane Spermien Mumps nein
Bande 26 humane Spermien Prolaktin hoch nein
Bande 26 humane Spermien Prolaktin niedrig nein
Bande 26 humane Spermien Serumantikorper (ELISA) nein
Bande 26 humane Spermien Varicocele nein
Bande 26 humane Spermien Zahl der Spermien niedrig nein
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Abb. 3: Bildtafel Inmunfluoreszenz
Beispiele fur Immunfluoreszenzpraparate in der 1. und 2. Zeile, betrachtet unter dem Fluoreszenzmikroskop (1. Zei-
le) und unter dem Phasenkontrastmikroskop (2. Zeile).
In den Spalten 1 und 2 Praparate von Patient Nr. 26, in den Spalten 3 und 4 Praparate von Patient Nr. 34.
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Abb. 4: Bildtafel Immunobeadassay

Beispiele flr Negativreaktionen der Immunobeadassaypraparate (1. Spalte) und Positivreaktionen (2. Spalte: Patient
und 3. Spalte), betrachtet unter dem Phasenkontrastmikroskop

In der Spalte 1 Praparate von Patient Nr. 1, in der Spalte 2 Praparate von Patient Nr. 11 und in der Spalte 3 Prapara-
te von Patient Nr. 22.
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