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1 Zusammenfassung 

1.1 Deutsche Zusammenfassung 

Reactive Oxygen Species (ROS) und enzymatische Antioxidantien im Seminalplasma 

sowie deren Einfluss auf die Spermienqualität und die Resultate nach IVF und ICSI 

In der vorliegenden Studie zum zunehmend komplexer erscheinenden Thema der modernen 

Reproduktionsmedizin werden primär die andrologischen Ursachen und Einflussfaktoren für 

eine ungewollte Kinderlosigkeit untersucht.  

Im Rahmen dieser Untersuchungen werden die Ejakulatproben von insgesamt 46 subfertilen 

Patienten, die entweder mittels IVF (n=31) oder ICSI (n=15) therapiert wurden, im Hinblick 

auf die von der WHO definierten Standardspermiogrammparameter, die DNA-Integrität der 

Spermatozoen sowie die Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma 

analysiert. Von den dabei gewonnenen Ergebnissen erfolgt anschließend jeweils die 

Betrachtung im Vergleich zwischen den beiden Therapiekollektiven, dem IVF- und dem ICSI-

Kollektiv. Zudem werden sämtliche Resultate mittels bivariater Korrelationen sowohl 

untereinander als auch mit den Schwangerschafts- und Befruchtungsergebnissen der 

Patientinnen nach IVF- oder ICSI-Therapie in Bezug gesetzt.  

Zur Analyse der Spermiogrammparameter werden neben dem Volumen, dem pH-Wert, der 

Viskosität, der Dichte und der Motilität zusätzlich die Vitalität mittels Eosin- und HOS-Test, 

die Anzahl der Leukozyten mittels Cytur-Test, das Vorhandensein von Antikörpern mit Hilfe 

des MAR-Tests sowie die Spermienmorphologie betrachtet. Die Beurteilung der DNA-

Integrität erfolgt mit Hilfe dreier Fluoreszenzfärbungen, die im Einzelnen den Chromatinkon-

densationsstatus (Chromomycin A3 Färbung), die DNA-Denaturierung (Acridine Orange 

Färbung) sowie den programmierten Zelltod, die Apoptose (TUNEL-Färbung) abbilden. Die 

mittels photometrischer Messverfahren durchgeführten Bestimmungen der Oxidantienkon-

zentration (ROS), des Gesamtantioxidantienstatus (TAS) und der verschiedenen antioxidati-

ven Enzymaktivitäten (Glutathionperoxidase, Glutathionreduktase, Superoxiddismutase) 

erfolgen im Anschluss an die Aufbereitung der im Rahmen dieser Arbeit ausschließlich mit 

der PureSperm®-Dichtegradientenzentrifugation behandelten Ejakulatproben im Semi-

nalplasma.  
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Die untersuchten Patientenproben zeigen der Definition der Subfertilität entsprechend im 

Hinblick auf die Spermiogrammparameter vor allem für die Motilität, die Vitalität und die 

normale Morphologie der Spermien deutlich reduzierte, von der von der WHO definierten 

Norm abweichende Werte. Die vielzitierte Behauptung, die DNA-Fragmentation sei ein 

überzeugender prädiktiver Parameter für die männliche Infertilität kann aufgrund des 

insgesamt eher geringen Schädigungsgrades der DNA-Integrität in dieser Arbeit nicht 

bestätigt werden. Allerdings lässt sich eine der überwiegenden Literaturmeinung entspre-

chende, generell positive Beziehung der DNA-Integrität zu normwertigen Spermiogrammpa-

rametern beobachten. Auch die Resultate zu der den oxidativen Status einer Probe erfas-

senden im Seminalplasma bestimmten ROS-Konzentration decken sich im Bezug auf die 

Spermiogrammparameter mit den Ergebnissen der aktuellen Studienlage, wobei mit 

steigender ROS-Konzentration vor allem für den pH-Wert, die Progressivmotilität und die 

normale Morphologie schlechtere Werte erzielt werden. Die Korrelationen zwischen den 

einzelnen hier bestimmten enzymatischen Antioxidantien und den Spermiogrammparame-

tern lassen eine deutliche Tendenz eines protektiven Einflusses der antioxidativen Parame-

ter erkennen.  

Die beobachtete, im Gegensatz zur mehrheitlichen Literaturmeinung stehende, negative 

Beziehung der Chromatindekondensation zur ROS-Konzentration stützt die These einer 

physiologischen ROS-Produktion, nach der eine gewisse Menge an ROS für die normalen 

Funktionen und Abläufe in den Spermatozoen von essentieller Bedeutung ist. Dahingegen 

zeigt sich den Annahmen mehrerer Autoren entsprechend ein wiederum protektiver Einfluss 

der antioxidativ wirksamen Parameter auf die DNA-Integrität.  

Die Frage nach bestehenden Unterschieden für die einzelnen hier durchgeführten Untersu-

chungen im Vergleich der beiden Patientenkollektive, dem IVF- und dem ICSI-Kollektiv führt 

zu der sich deutlich herausstellenden Tendenz der insgesamt schlechteren Resultate bzw. 

eines höheren Schädigungsgrades in der ICSI-Therapiegruppe. Interessanterweise ergeben 

sich bei den mittels ICSI therapierten Patientenpaaren trotz des höheren Schädigungsgrades 

der Spermatozoen im Vergleich zu den mit IVF Behandelten sowohl höhere Befruchtungs- 

(63,78 ± 27,84 % versus 55,14 ± 23,81 %) als auch Schwangerschaftsraten (50 % versus 

24,14 %).  

Die Untersuchungen zur Auswirkung sämtlicher in der vorliegenden Arbeit bestimmter 

Parameter auf die Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultate der Patientinnen nach IVF- 

oder ICSI-Therapie ergeben wenig eindeutige Ergebnisse. Insgesamt kann im Rahmen der 

vorliegenden Dissertation kein Parameter identifiziert werden, mit dessen Hilfe sich der 
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Erfolg einer Therapie mit IVF und/oder ICSI sicher voraussagen ließe. Dementsprechend 

und aufgrund der ebenfalls unklaren Studienlage besteht zur Beeinflussung der Therapiere-

sultate nach Anwendung assistierter Reproduktionsverfahren noch erheblicher Forschungs-

bedarf.  

Da sich die bisher gewonnenen Erkenntnisse aus der reproduktionsmedizinischen For-

schung als unzureichend darstellen und noch zahlreiche Fragen offen lassen, müssen zur 

endgültigen Klärung des hier untersuchten Themenkomplexes schließlich noch weitere 

Studien folgen.  

1.2 Englische Zusammenfassung (Summary) 

Reactive oxygen species (ROS) and enzymatic antioxidants in seminal plasma as well 

as their effect on sperm quality and the results after IVF and ICSI 

In the context of the increasingly complex subject of reproductive medicine this study 

primarily examines the male factor causes of unintentional childlessness.  

In these examinations semen samples of 46 subfertile patients total distributed to the two 

fertilization programs IVF (n=31) or ICSI (n=15) are analysed according to the WHO defined 

standard sperm parameters, the DNA integrity of spermatozoa and the concentrations of 

oxidants and antioxidants in seminal plasma. All achieved results are considered in compari-

son between the two therapy groups, the IVF and the ICSI group. The connection of all the 

results with each other as well as with the results of fertilization and pregnancy are examined 

by bivariat correlations.  

The evaluation of the standard semen parameters such as sample volume, pH-value, 

viscosity, sperm concentration and motility also include the assessment of vitality with eosin 

and HOS test, the cytur and MAR test as well as the assessment of sperm morphology. The 

DNA-integrity is analysed with three methods: the chromomycin A3 test, which shows the 

chromatin condensation of spermatozoa, the acridine orange assay, which is used to 

evaluate the susceptibility of in situ DNA denaturation and the TUNEL test in order to detect 

sperm DNA fragmentation by apoptosis. For sperm preparation exclusively the PureSperm®-

density gradient centrifugation is used. After this preparation the concentration of reactive 

oxygen species (ROS), the total antioxidant status (TAS) as well as the activities of any 
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enzymatic antioxidants (glutathione peroxidase, glutathione reductase, superoxide dismu-

tase) are measured by different colorimetric assays in seminal plasma.  

For the parameters of classical semen analysis this thesis can determine reduced values 

especially for sperm motility, vitality and normal morphology in compliance with the definition 

of male subfertility. Because DNA-integrity is only damaged in a low level, the present 

examinations do not confirm the often published assertion of DNA fragmentation as a 

convincing predictive parameter of male infertility. However there is – in agreement to a lot of 

other studies – a generally positive relationship between DNA-integrity and normal sperm 

parameters. There is also an agreement between the present and other current studies in 

view of the negative relationship between ROS concentration and sperm parameters, 

especially for pH-value, progressive motility and normal morphology. The correlations 

between the three antioxidative enzymes and the sperm parameters show a clearly protec-

tive effect of these enzymes.  

In contrast to many other analyses this study finds a negative relationship between chromatin 

decondensation and ROS concentration. This negative relationship confirms the thesis of a 

physiological ROS production, which is necessary for normal sperm function. On the other 

hand there is – as noted by many other authors – also a protective effect of antioxidative 

parameters on DNA-integrity.  

The comparison of the two fertilization programs IVF and ICSI represents a generally higher 

grade of sperm damage in the ICSI group. Nevertheless the ICSI group shows better 

fertilization (63,78 ± 27,84 % versus 55,14 ± 23,81 %) and pregnancy rates (50 % versus 

24,14 %) as patients undergoing IVF treatment.  

In this thesis any evident effect of these male parameters on female fertilization and preg-

nancy rates after IVF or ICSI treatment cannot be identified. Therefore and because of the 

also uncertain results of many earlier studies no parameter predicting the success of 

assisted reproductive therapy can be described. Further clinical studies of this subject are 

urgently required.  

Currently there are still many unanswered questions in reproductive medicine research. To 

answer these questions and in order to find a final clarification of this subject further studies 

and examinations are necessary and important.  



 

2 Einleitung und Eigene Fragestellung 

2.1 Allgemeine Aspekte 

„Ungewollt kinderlos“, so lautet der Titel einer aktuellen Studie des Berlin-Instituts für 

Bevölkerung und Entwicklung, das in Zusammenarbeit mit dem Institut für Demoskopie 

Allensbach der Frage nachgeht, welchen Beitrag die Fortpflanzungsmedizin zur Abmilderung 

der demografischen Krise in Deutschland leisten kann. Nach einer im Rahmen dieser Studie 

durchgeführten Umfrage, bei der 3.496 Deutsche zwischen 25 und 59 Jahren nach ihren 

Kinderwünschen befragt wurden, leben in Deutschland 1,4 Millionen Menschen, die aus 

medizinischen Gründen ungewollt kinderlos sind und denen mittels künstlicher Befruchtung 

geholfen werden könnte. Eine der Antworten auf die demografischen Herausforderungen 

könnte also laut der Studie in der „Kunststoffschale“ liegen, dort „wo Spermium und Eizelle 

miteinander verschmelzen und so neues Leben entsteht“. [Berlin-Institut, 2007] 

Seit Oliver 1981 in Erlangen als erstes Retortenbaby Deutschlands – drei Jahre nach der 

Geburt von Louise Joy Brown in Großbritannien, des allerersten außerhalb des menschli-

chen Körpers gezeugten Babys weltweit – das Licht der Welt erblickte, wurden in Deutsch-

land bisher über 100.000 Kinder auf diese Weise gezeugt, weltweit über drei Millionen. Nach 

Angaben von Dr. Reiner Klingholz, dem Leiter des Berlin-Instituts für Bevölkerung und 

Entwicklung könnten dies deutlich mehr Kinder sein, wenn die künstliche Befruchtung nicht 

so teuer wäre. [Berlin-Institut, 2007] 

Am 1. Januar 2004 trat das Gesundheitsmodernisierungsgesetz (GMG) in Kraft. Seither sei 

die Zahl der im Deutschen IVF-Register (DIR) aufgeführten hormonellen Stimulationsbe-

handlungen, die jeder künstlichen Befruchtung vorausgehen, insgesamt um 52 Prozent 

zurückgegangen und auch die Zahl der Geburten nach künstlicher Befruchtung habe sich 

von 2003 auf 2004 von 18.872 auf 9.568 etwa halbiert. [Berlin-Institut, 2007] 

Nach dem neuen Gesetz werden von der gesetzlichen Krankenversicherung nur noch drei 

Behandlungszyklen bei 50 Prozent Eigenbeteiligung bezahlt (vorher wurden vier Behand-

lungszyklen voll erstattet), wobei die Frauen nicht jünger als 25 und nicht älter als 40 sein 

dürfen, die Männer nicht älter als 50 und das Paar verheiratet sein muss. Laut Berlin-Institut 

bedeutet dies, dass bei drei Zyklen rund 4.800 Euro vom Paar selbst bezahlt werden 

müssen. [Berlin-Institut, 2007] 
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Die Berliner Wissenschaftler gelangen in ihrer 2007 veröffentlichten Studie zum Thema 

„Ungewollt kinderlos – Was kann die moderne Medizin gegen Kindermangel in Deutschland 

tun?“ zu dem Ergebnis, dass künstliche Befruchtung als gesamtgesellschaftliches Thema im 

Kontext einer modernen Familienpolitik und vermehrter Prävention zur Vermeidung medizi-

nisch bedingter Unfruchtbarkeit einen gewissen Beitrag zur Erhöhung der Geburtenstatistik 

leisten kann. Würde die künstliche Befruchtung in vergleichbarem Ausmaß wie in Dänemark 

genutzt, dem Land mit der höchsten Zahl von IVF-Behandlungen pro Einwohner, wo Paare 

mit unerfülltem Kinderwunsch drei Behandlungen voll bezahlt bekommen, könnte sie sogar 

nach Angaben des Berlin-Instituts einen wesentlichen Beitrag zur Erhöhung der Geburten-

statistik leisten. [Berlin-Institut, 2007] 

Diese Studie zeigt deutlich die hoch aktuelle Bedeutung sowie auch das wachsende 

öffentliche Interesse am Thema der modernen Reproduktionsmedizin. Die stetige Weiter-

entwicklung und Verbesserung der reproduktionsmedizinischen Verfahren, allen voran die in-

vitro-Fertilisation (IVF) und die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI), die auch im 

Rahmen dieser Dissertation von großer Bedeutung sind und im Abschnitt 3.6 näher erläutert 

werden, haben seit ihrer weltweiten Etablierung zu einer zunehmenden Reduzierung des 

Behandlungsrisikos bei gleichzeitiger Verbesserung der Erfolgsaussichten geführt. Die 

Einführung der ICSI im Jahr 1992 hat der modernen Reproduktionsmedizin nochmals einen 

deutlichen Aufschwung beschert, da mit Hilfe dieses Mikromanipulationsverfahrens, bei dem 

nur ein einziges vitales Spermium pro Eizelle – im Gegensatz zu mehreren tausend Sper-

mien bei der IVF – benötigt wird, auch Männer mit schwerer Subfertilität, bei denen ein Erfolg 

durch IVF aussichtslos erscheint, Kinder zeugen können.  

Auf die Frage, warum eigentlich so viele Menschen von ungewollter Kinderlosigkeit betroffen 

sind, gibt es laut Berlin-Institut zahlreiche Antworten. Die Berliner Wissenschaftler unter-

scheiden in ihrer Studie „Ungewollt kinderlos“ zwei Gruppen von ungewollt Kinderlosen. 

„Erstens die Paare, bei denen es aus biologisch-medizinischen Gründen nicht zu einer 

Schwangerschaft kommt. Zweitens jene, die das Kinderkriegen auf später verschieben bis es 

möglicherweise zu spät ist und sie sich dann zusammen mit den Paaren aus der ersten 

Gruppe in einer Kinderwunschbehandlung wiederfinden“. [Berlin-Institut, 2007] 

Nach Angaben der Kölner Bundeszentrale für gesundheitliche Aufklärung ist jede 7. Partner-

schaft vom Ausbleiben des ersehnten Nachwuchses trotz allen „Probierens“ betroffen [BZgA, 

2007]. Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) spricht man von Unfruchtbarkeit eines 

Paares, wenn bei regelmäßigem ungeschütztem Geschlechtsverkehr über zwei Jahre 

hinweg keine Schwangerschaft eintritt [Berlin-Institut, 2007]. Dabei wird grundsätzlich 
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zwischen Sterilität und Infertilität unterschieden [Lübke, 2004]. Unter Sterilität versteht man 

das Unvermögen, schwanger zu werden, während mit Infertilität der Frau das Unvermögen, 

eine Schwangerschaft auszutragen, gemeint ist [Lübke, 2004]. „Infertilität des Mannes 

bedeutet Unfruchtbarkeit auf Grund der erhobenen Befunde im Spermiogramm“ [Stauber, 

2001]. Hierbei sind nicht nur Kinderlose, bei denen noch nie eine Schwangerschaft vorgele-

gen hat, betroffen, was man als primäre Sterilität bezeichnen würde, sondern auch Eltern, 

die ein weiteres Kind wollen (sekundäre Sterilität) [Lübke, 2004].  

„1967 wurde die ungewollte Kinderlosigkeit (Zeugungs- und/oder Empfängnisunfähigkeit) 

durch die Scientific Group on the Epidemiology of Infertility der WHO als Krankheit aner-

kannt“ [Robert Koch Institut, 2004]. Ursächlich können dabei sowohl biologische Störungen 

oder Fehlfunktionen als auch seelische Belastungen durch Stress oder sozialen Druck sein 

[Berlin-Institut, 2007]. Für die männliche Infertilität konnten Hurst et al. eine Verschlechterung 

des Spermiogramms in Abhängigkeit von alltäglichem Stress und seiner Bewältigung bereits 

nachweisen [Hurst, 2000].  

Entgegen dem in der Studie des Berlin-Instituts offenkundig gewordenen, immer noch weit 

verbreiteten Vorurteil, dass allein Frauen unfruchtbar sein können, verteilen sich die medizi-

nischen und biologischen Störungen laut den Berliner Wissenschaftlern etwa zu gleichen 

Teilen auf Männer wie auf Frauen. So liegt nach Angabe des Berlin-Instituts in ca. 30 bis 40 

Prozent der Fälle der Grund für die Unfruchtbarkeit eines Paares allein beim Mann und 

ebenfalls in ca. 30 bis 40 Prozent ausschließlich bei der Frau. In etwa 20 bis 30 Prozent, je 

nach Literatur sogar in bis zu 40 Prozent [Strowitzki, 1996; Lübke, 2004] der Fälle liegen 

Fertilitätsstörungen sowohl bei der Frau als auch beim Mann vor. [Berlin-Institut, 2007] 

Erektionsstörungen und Impotenz seien laut Berlin-Institut dabei das geringste Problem 

[Berlin-Institut, 2007]. Männliche Unfruchtbarkeit geht auch nach Angaben des Deutschen 

IVF-Registers [DIR, 2003] überwiegend auf schlechte Spermienqualität zurück. In selteneren 

Fällen sind urogenitale Fehlbildungen oder eine eingeschränkte Funktion der Hoden, welche 

beispielsweise als Folge einer Mumps-Infektion in der Pubertät auftreten kann, der Grund für 

die Unfruchtbarkeit. [Berlin-Institut, 2007]  

Als Ursache der andrologisch bedingten Sterilität kommen außerdem Varikozelen, Verlet-

zungen, bakterielle Infektionen, Hormonstörungen, immunologische Störungen, aber auch 

Allgemeinerkrankungen wie Diabetes mellitus oder Arteriosklerose sowie iatrogen verursach-

te Störungen, z.B. nach einer Vasektomie oder durch Medikamenteneinnahme, in Frage 

[Stauber, 2001]. 
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Weibliche Unfruchtbarkeit lässt sich nach Angaben des Deutschen IVF-Registers [DIR, 2003] 

am häufigsten auf ungenügende Durchlässigkeit oder Schädigung der Eileiter zurückführen. 

Daneben finden sich als Ausdruck hormoneller Fehlregulation bzw. einer Störung des 

hormonellen Gleichgewichts gehäuft Störungen des Menstruationszyklus. Eine weitere 

häufige Ursache der weiblichen Unfruchtbarkeit stellt die Endometriose dar. [Berlin-Institut, 

2007] 

Daneben kann bei etwa 5 bis 10 Prozent der Paare mit unerfülltem Kinderwunsch trotz 

sorgfältiger Abklärung keine Ursache für die Unfruchtbarkeit gefunden werden. Laut Berlin-

Institut können diese Fälle der ungeklärten Unfruchtbarkeit auf fehlerhaften Vorgängen bei 

der Entwicklung oder Reifung der Keimzellen beruhen. So können beispielsweise die letzten 

Zellteilungen fehlerhaft ablaufen oder dabei die Chromosomen unvollständig verteilt werden. 

[Berlin-Institut, 2007]  

Neben den bisher beschriebenen Erkrankungen und Schädigungen werden auch Umweltein-

flüsse in Form von Umweltgiften und Schadstoffen für eine gestörte Fertilität verantwortlich 

gemacht [Wong, 1998]. So wurden schon einige Studien veröffentlicht, die eine Veränderung 

medizinischer Ursachen der ungewollten Kinderlosigkeit infolge von Schadstoffeinflüssen 

annehmen, insbesondere eine Abnahme der Spermienqualität beim Mann, die anhand der 

vorliegenden Datenlage aber noch nicht eindeutig zu beurteilen ist [Haidl, 1999; Schuppe, 

1999]. Eindeutig sind laut Berlin-Institut die Befunde für Faktoren, die mit einer mehr oder 

weniger gesunden Lebensführung zusammen hängen [Berlin-Institut, 2007]. „So kann 

starkes Unter- oder Übergewicht der Frau den Hormonhaushalt durcheinander bringen und 

den Eisprung stören. Ständiges Diäthalten und wieder Zunehmen hat den gleichen Effekt. 

Und wer raucht, ob Mann oder Frau, vermindert damit enorm die Chancen für eine Emp-

fängnis.“ [Berlin-Institut, 2007]  

In der ständig zunehmenden Gruppe der Menschen, die die Entscheidung des Kinderkrie-

gens auf später vertagen, kann laut Berlin-Institut „aus einer zunächst gewollten Kinderlosig-

keit unversehens eine unfreiwillige werden“ [Berlin-Institut, 2007]. „Das durchschnittliche 

Alter, in dem Frauen das erste Mal ein Kind zur Welt bringen, verschiebt sich seit Jahren 

beständig nach oben“ [Berlin-Institut, 2007]. Lag es in den sechziger Jahren im früheren 

Bundesgebiet noch bei knapp 25 Jahren, so liegt es gesamtdeutsch mittlerweile bei fast 30 

Jahren [BiB, 2007]. Dabei verringert sich nach Angaben der Berliner Wissenschaftler mit 

jedem zusätzlichen Lebensjahr der Frau die Wahrscheinlichkeit, schwanger zu werden, um 

4,7 Prozent [Berlin-Institut, 2007]. „Hormonell bedingte Störungen des Menstruationszyklus 

nehmen mit dem Alter der Frau kontinuierlich zu und auch die Wahrscheinlichkeit, ein 
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gesundes Baby zur Welt zu bringen, sinkt mit dem Alter“, so dass „eine 35-jährige Frau im 

Vergleich zu einer 25-jährigen nur noch halb so gute Chancen hat, schwanger zu werden 

und ein gesundes Kind zu bekommen“ [Berlin-Institut, 2007]. 

Die Männer bleiben laut Berlin-Institut mit zunehmendem Alter zwar grundsätzlich zeugungs-

fähig, aber die Qualität ihrer Spermien sinkt im Laufe der Zeit, so dass nach einem Lebensal-

ter von 30 Jahren die „Trefferquote“ kontinuierlich abnimmt [Berlin-Institut, 2007]. Außerdem 

nimmt für Männer wie für Frauen mit zunehmendem Alter auch die Expositionszeit gegen-

über den heutzutage ohnehin schon verstärkten nicht nur für die Fertilität schädlichen 

Faktoren zu – seien das Umweltnoxen oder ungesunde Lebensgewohnheiten wie Rauchen, 

übermäßiger Alkoholgenuss [Donnelly, 1999], Drogenkonsum, Fastenkuren oder Überge-

wicht. Auch der häufige Wechsel von Sexualpartnern und das damit erhöhte Infektionsrisiko 

sexuell übertragbarer Krankheiten (z.B. Chlamydieninfektionen) wirken sich negativ auf die 

Fertilität aus [Robert Koch Institut, 2004].  

Dass sich viele Paare auch einfach der Konsequenz eines leichtfertigen Aufschiebens der 

Familienplanung nicht bewusst sind, zeigt eine Untersuchung des Instituts für Demoskopie 

Allensbach im Rahmen der mehrfach erwähnten Studie. Danach glaubt eine Mehrheit von 54 

Prozent der Bevölkerung, dass erst ab einem Alter von 40 Jahren und darüber hinaus die 

Fruchtbarkeit der Frau abnimmt. Die Tatsache, dass es mit den Jahren allerdings für die 

Frauen wie für die Männer immer schwieriger wird, sowohl auf natürlichem Wege als auch 

mit Hilfe der Reproduktionsmedizin ein Kind zu zeugen, muss laut Dr. Reiner Klingholz mehr 

ins Bewusstsein der Öffentlichkeit gerückt werden. „Der Glaube, man habe alle Zeit der Welt, 

weil am Ende eine Kinderwunschklinik für den Nachwuchs sorgt, kann sich – so Klingholz – 

leicht als fataler Irrglaube entpuppen.“ [Berlin-Institut, 2007]  

2.2 Bedeutung der untersuchten Parameter 

Die vorliegende Dissertation beschäftigt sich im Rahmen der angesprochenen Problematik 

der ungewollten Kinderlosigkeit aus biologisch-medizinischer Ursache im Speziellen mit dem 

Aspekt der männlichen Unfruchtbarkeit und ihrer Wirkung auf die Ergebnisse einer Kinder-

wunschtherapie.  

Die Arbeit versucht entscheidende Einflussfaktoren für eine gestörte männliche Fertilität 

sowie für die Therapie mit IVF oder ICSI zu identifizieren. Es sollen Parameter gefunden 

werden, die eine bessere Vorhersagbarkeit des Erfolgs reproduktionsmedizinischer Verfah-
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ren erlauben, sowie solche, die generell einen positiven oder negativen Einfluss auf die 

Spermienqualität ausüben. Dazu werden verschiedene Parameter im menschlichen Ejakulat 

untersucht und anschließend mit den Behandlungsergebnissen nach IVF oder ICSI vergli-

chen.  

Die folgenden Abschnitte beinhalten eine kurze Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit 

bestimmten Parameter sowie ihrer Bedeutung in der andrologischen Fertilitätsdiagnostik.  

Auch wenn der Fokus der vorliegenden Dissertation auf eine gestörte männliche Fertilität als 

Ursache der ungewollten Kinderlosigkeit gerichtet ist, dürfen dabei die oben beschriebenen 

zahlreichen Ursachen und Einflussfaktoren weiblicher Unfruchtbarkeit nie ganz außer Acht 

gelassen werden. 

2.2.1 Spermiogrammparameter 

Die Analyse des Ejakulats, das Spermiogramm zählt neben Hormonbestimmungen und einer 

klinischen Untersuchung des männlichen Genitale und der sekundären männlichen Ge-

schlechtsmerkmale zu den obligaten diagnostischen Schritten zur Abklärung einer männli-

chen Subfertilität [Steck, 2001]. Im Rahmen des Spermiogramms werden das Ejakulatvolu-

men, der pH-Wert, die Viskosität, die Spermiendichte, die Motilität, die Vitalität und die 

Leukozytenzahl einer Ejakulatprobe bestimmt. Zudem wird das Vorhandensein von Antikör-

pern überprüft und die Spermienmorphologie beurteilt. Die im Spermiogramm erhobenen von 

der Norm abweichenden Befunde dienen der Definition und Klassifikation der andrologischen 

Sub- bzw. Infertilität und spiegeln somit die Spermienqualität einer Ejakulatprobe wider.  

Zur Standardisierung der Ejakulatanalyse hat die WHO ein Laborhandbuch herausgegeben, 

in dem die Arbeitsschritte erklärt werden und die für das Erstellen eines Spermiogramms 

notwendigen Materialien sowie Normalwerte und die zu benutzende Terminologie genau 

aufgeführt sind. Das Vorgehen zur Erstellung eines Spermiogramms und die Normalwerte 

der einzelnen Spermiogrammparameter werden im Kapitel 3 ausführlich beschrieben. Die 

zur Beurteilung eines Spermiogramms zu verwendende Nomenklatur zeigt Tabelle 2-1. 
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Tabelle 2-1: Nomenklatur zur Beurteilung eines Spermiogramms [nach WHO, 1999] 

Nomenklatur Erläuterung 

Normozoospermie Normale Ejakulatparameter 

Oligozoospermie 
Spermatozoenkonzentration/-dichte  

reduziert 

Asthenozoospermie Beweglichkeit/Motilität reduziert 

Teratozoospermie 
Anteil von Spermatozoen mit normaler Morphologie 

reduziert 

Oligoasthenoteratozoospermie  
(OAT-Syndrom) 

Dichte, Motilität und Morphologie  
pathologisch 

Azoospermie 
Keine Spermatozoen im Ejakulat  

(nach Zentrifugation) 

Aspermie Kein Ejakulat 

 

Die Beurteilung der andrologischen Einschränkung erfolgt anhand der Kriterien Konzentrati-

on, Beweglichkeit und Morphologie der Spermien, wobei man grob unterteilt in leichtgradige, 

mittelgradige und schwere Einschränkung entsprechend der Oligoasthenoteratozoospermie 

(OAT-Syndrom) Grad I, II und III, deren Klassifikation in Tabelle 2-2 dargestellt ist [Steck, 

2001]. Das OAT-Syndrom stellt als kombinierte Störung die häufigste Form eingeschränkter 

Samenqualität dar [Weidner, 2006].  

Tabelle 2-2: Klassifikation der Oligoasthenoteratozoospermie [nach Steck, 2001] 

Spermiogrammparameter Grad I Grad II Grad III 

Konzentration [Mio/ml] 10-20 5-10 < 5 

Globalmotilität [%] 30-50 20-30 < 20 

Morphologie [% normal] 10-30 < 10 < 10 

 

Die von der WHO definierten Normalwerte der einzelnen Spermiogrammparameter erlauben 

zwar eine prognostische Einschätzung, aber außer für die Azoospermie und die Aspermie 

keine definitive Beurteilung der männlichen Zeugungsfähigkeit [Köhn, 2006]. Auch im 

Hinblick auf die Ergebnisse reproduktionsmedizinischer Therapieverfahren hat sich in 

einigen Studien gezeigt, dass die Standardparameter der Ejakulatanalyse in keiner Bezie-

hung zum Erfolg einer ICSI-Therapie stehen [Nagy, 1995; Novero, 1997] und ebenfalls 

ungeeignet sind, den Erfolg einer Schwangerschaft nach IVF vorherzusagen [Paasch, 2007].  
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Unter den Reproduktionsforschern wird seit längerer Zeit das Thema einer kontinuierlichen 

Verschlechterung der männlichen Samenqualität kontrovers diskutiert. Aitken et al. finden 

selbst in Ejakulatproben von gesunden fertilen Männern eine Rate von 85 % an morphologi-

schen Spermienabnormalitäten [Aitken, 2003]. Carlsen et al. beobachten in einer Metaanaly-

se einen signifikanten Abfall der mittleren Spermienkonzentration im Zeitraum zwischen 

1940 und 1990 [Carlsen, 1992]. Dieses Ergebnis wird in mehreren Studien bestätigt [Auger, 

1995; Irvine, 1996; Waeleghem, 1996; Swan, 1997]. Olsen et al. sowie Fisch et al. dagegen 

können keinen Rückgang der Spermiendichte verzeichnen [Olsen, 1995; Fisch, 1996]. Auch 

Studien an unselektierten jungen Männern aus Dänemark bestätigen einen Rückgang der 

Samenqualität [Andersen, 2000], der laut Bonde et al. mit verminderter Fertilität assoziiert ist 

[Bonde, 1998]. 

2.2.2 DNA-Integrität 

Da das Spermiogramm – abgesehen von der Azoospermie – keine sichere Fertilitätsprogno-

se ermöglicht, versucht man durch zusätzliche funktionelle Tests eine bessere Aussage über 

die Befruchtungsfähigkeit der Spermatozoen zu bekommen. Köhn et al. gehen davon aus, 

dass 25 bis 30 % der Männer mit Kinderwunsch reduzierte Spermatozoenfunktionen 

aufweisen, die sich mit dem Routinespermiogramm nicht nachweisen lassen. Sie postulieren 

daher Spezialuntersuchungen aus dem Ejakulat, die es Reproduktionsmedizinern im Vorfeld 

oder nach erfolglosen Versuchen der assistierten Fertilisation ermöglichen sollen, das 

weitere Vorgehen für ein Paar mit Kinderwunsch festzulegen. [Köhn, 2006] 

Ärzte und Wissenschaftler stehen jedoch noch immer vor der schwer lösbaren Frage, welche 

dieser funktionellen Spermatozoenparameter am Besten zur Fertilitätsprognose bei der 

assistierten Reproduktion geeignet sind. Als biochemische Parameter können in diesem 

Zusammenhang die im Abschnitt 2.2.3 beschriebenen „reaktiven Sauerstoffspezies“ (ROS) 

bestimmt werden. Es existieren zahlreiche weitere funktionelle Spermatozoenparameter, 

deren Funktionstüchtigkeit als Voraussetzung für eine ungestörte Fertilisation anzusehen ist. 

Mit dem sogenannten Hemizona-Assay kann beispielsweise die suffiziente Bindung der 

Spermatozoen an die Zona pellucida der Eizelle überprüft werden. Der Hamsterovum-

Penetrationstest (HOP-Test) dient der Beurteilung einer hinreichenden akrosomalen 

Reaktion der Spermatozoen und der Beurteilung ihrer Fähigkeit an das Oolemma zu binden 

und schließlich mit der Eizelle zu verschmelzen. Da beide Testmethoden sehr zeitaufwändig 

sind und biologisches Material benötigen, können sie nur an selektierten Patientengruppen 

durchgeführt werden. [Henkel, 2000] 
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Immer mehr Forscher sind hingegen der Ansicht, dass Untersuchungen der DNA-Integrität 

der Spermatozoen fester Bestandteil der Routinediagnostik werden sollten. Da vor allem für 

das ICSI-Verfahren, bei dem die Spermienselektion ausschließlich nach den Kriterien der 

Motilität und Morphologie erfolgt, die Gefahr besteht, unter Umgehung der physiologischen 

Selektion defektes väterliches Erbgut weiterzugeben, ist es von großer Wichtigkeit, die DNA-

Integrität nachweisen zu können [Sakkas, 2000; Perreault, 2003]. Die Methoden zur Erfas-

sung von Spermiendefekten, welche die Integrität des Genoms betreffen, sind wiederum 

zahlreich. In der vorliegenden Dissertation werden zusätzlich zu den Standardparametern 

der Ejakulatanalyse drei Fluoreszenzfärbungen zur Beurteilung der DNA-Integrität angefer-

tigt. Dabei werden als Marker der DNA-Integrität der Chromatinkondensationsstatus der 

Spermatozoen-DNA, die DNA-Denaturierung und der Grad der durch Apoptose entstande-

nen DNA-Fragmentation beurteilt sowie deren Auswirkungen auf die Fertilisation untersucht.  

Es hat sich gezeigt, dass die DNA-Integrität der Spermatozoen einen ganz entscheidenden 

Faktor für die normale Fertilisation und das normale Embryowachstum sowohl im Rahmen 

der natürlichen als auch bei der assistierten Konzeption darstellt [De Jonge, 2002; Agarwal, 

2003a]. So haben verschiedene klinische Untersuchungen nachweisen können, dass 

Schädigungen der DNA-Integrität im Sinne einer DNA-Fragmentation und/oder einer 

abnormen Chromatinkondensation sich negativ auf die natürliche Reproduktion auswirken 

und dass die Spermien infertiler Männer einen wesentlich größeren Anteil an DNA-

Schädigungen aufweisen als die fertiler Männer [Kodama, 1997; Evenson, 1999; Spano, 

2000; Zini, 2001]. Sergerie et al. berichten über einen Unterschied von 20 % Schädigungen 

der Spermatozoen-DNA zwischen einer fertilen Kontrollgruppe und infertilen Männern, was 

verdeutlicht, dass die DNA-Integrität als ein effektiver Indikator für das männliche Fertili-

tätspotential unter natürlichen Bedingungen gesehen werden kann [Sergerie, 2005]. Even-

son et al. sprechen von einem Schwellenwert von 30 % Spermien im Ejakulat mit fragmen-

tierter DNA, bei dessen Überschreiten die Erfüllung des Kinderwunsches auf natürlichem 

Wege progressiv abnimmt [Evenson, 1999]. Im Vergleich mit den konventionellen Spermi-

ogrammparametern zeigen sich diese in ihrer Prädiktion der DNA-Fragmentation unterlegen, 

zumal sie einer deutlichen Subjektivität unterliegen [Zini, 2001]. 

Es existieren zum Thema der DNA-Integrität von Spermatozoen zahlreiche verschiedene 

Studien, die fast alle zum Ergebnis gelangen, dass Schädigungen der DNA-Integrität das 

männliche Fertilitätspotential beeinträchtigen [Zhongxiang, 2006]. Im Hinblick auf die Erfolge 

einer IVF- oder ICSI-Therapie herrscht allerdings nicht zuletzt aufgrund der Vielfalt der 

verwendeten Testmethoden Uneinigkeit. So finden einige Forscher keinen negativen Einfluss 

der Schädigung der Spermien-DNA auf die Fertilisationsrate [Tomlinson, 2001; Morris, 2002; 
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Tesarik, 2002; Henkel, 2003; Henkel, 2004] und die Schwangerschaftsrate nach IVF und 

ICSI [Gandini, 2004; Seli, 2004; Huang, 2005], während andere Autoren von einer negativen 

Korrelation zwischen der DNA-Fragmentation und der Fertilisationsrate [Sun, 1997; Lopes, 

1998a,b; Host, 2000; Huang, 2005] sowie von einer signifikanten Abnahme der Schwanger-

schaftsrate bei Patienten mit einem hohen Grad an DNA-geschädigten Spermien [Larson, 

2000; Benchaib, 2003; Henkel, 2003; Larson-Cook, 2003; Henkel, 2004] berichten. Nach 

Gardiner-Garden korreliert die im Ejakulat messbare DNA-Fragmentationsrate auch negativ 

mit der weiteren Embryonalentwicklung nach IVF und ICSI [Gardiner-Garden, 1999]. 

2.2.3 Oxidantien und Antioxidantien 

„Seit der Erstbeschreibung des Einflusses von reaktiven Sauerstoffspezies (= Reactive 

Oxygen Species = ROS) auf menschliche Spermatozoen [Aitken, 1989a] ist es jetzt weitge-

hend akzeptiert, dass oxidativer Stress mit männlicher Infertilität assoziiert ist“ [Henkel, 

2000]. Die reaktiven Sauerstoffspezies wurden in den letzten Jahrzehnten als zentrale 

Agenzien bei Entzündungen, Ischämien/Reperfusionsschäden, Alterung und Karzinogenese 

identifiziert [Ochsendorf, 1999].  

Unter reaktiven Sauerstoffspezies versteht man verschiedene Sauerstoffmoleküle enthalten-

de oxidierende Substanzen, die entweder als freie Radikale wie das Superoxidanion und das 

Hydroxyl-Radikal oder als langlebige ungeladene Verbindungen wie Wasserstoffperoxid in 

Erscheinung treten können und physiologischerweise in Mitochondrien im Rahmen des 

aeroben Stoffwechsels bei der Reduktion von Sauerstoff zu Wasser gebildet werden 

[Ochsendorf, 1999]. Im Ejakulat werden ROS überwiegend aus Leukozyten freigesetzt [De 

Lamirande, 1995]; ein geringer Anteil kann aber auch von Spermatozoen selbst gebildet 

werden [Aitken, 1992; Aitken, 1997; De Iuliis, 2006]. Untersuchungen haben gezeigt, dass 

ROS offenbar als physiologische Transmitter wirken und eine Rolle bei der Erfüllung 

physiologischer Funktionen wie der Kapazitation und der akrosomalen Reaktion spielen 

[Ochsendorf, 1999]. Unphysiologisch hohe ROS-Mengen können sich auf diese Funktionen 

allerdings ebenso negativ auswirken [Ochsendorf, 1997; Saleh, 2002a]. Weiterhin führen 

hohe ROS-Konzentrationen zur Oxidation der Lipide der Spermatozoen-Plasmamembranen, 

die wegen der zahlreichen mehrfach ungesättigten Fettsäuren gegenüber einer Oxidation 

besonders anfällig sind, und damit zur Schädigung der vielfach von der Membranfunktion 

abhängigen Spermatozoenfunktionen [Ochsendorf, 1999; Henkel, 2000]. Eine erhöhte ROS-

Bildung im Ejakulat wird mit einer erhöhten DNA-Oxidation in den Spermatozoen [Motchnik, 

1997; Kodama, 1997], verminderter Oolemmabindungs- und Penetrationsfähigkeit und 
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Infertilität assoziiert [Aitken, 1989a]. Verschiedene Studien haben zudem den negativen 

Einfluss einer hohen ROS-Konzentration auf die Spermiogrammparameter, vor allem auf die 

Spermienkonzentration [Aitken, 1992; Ochsendorf, 1994], die Motilität [Mortimer, 1991; 

Aitken, 1992; Agarwal, 1994; Ochsendorf, 1994; Gomez, 1998] und die Morphologie [Aziz, 

2004; Mohammad Reza Moein, 2007] nachgewiesen. Die durch ROS induzierten DNA-

Schäden vermindern die Befruchtungsfähigkeit der Spermien und können wohl auch den 

Prozess der Apoptose beschleunigen [Agarwal, 2003b]. 

Darüber hinaus beschreibt Ford eine positive Korrelation der oxidativen Schädigung von 

Spermatozoen mit entzündlichen Prozessen im Genitaltrakt und dem vermehrten Auftreten 

von ROS produzierenden Granulozyten [Ford, 1990]. Iwasaki und Henkel et al. haben 

unabhängig voneinander in etwa 30 bis 40 % der Ejakulate von infertilen Männern eine zu 

hohe Produktion von ROS gefunden [Iwasaki, 1992; Henkel, 1997]. Auch Mohammad Reza 

Moein et al. gelangen zur Erkenntnis, dass die ROS-Konzentration im Seminalplasma 

infertiler Männer im Vergleich zu derjenigen fertiler Männer signifikant höher ist [Mohammad 

Reza Moein, 2007]. Besonders Patienten mit Oligozoospermie zeigen eine zu hohe Produk-

tion von reaktiven Sauerstoffspezies durch die Spermatozoen selbst [Aitken, 1989b; Henkel, 

1998]. Auch bei Patienten mit Varikozelen lässt sich eine höhere Konzentration an ROS 

nachweisen als bei solchen, deren Infertilität ungeklärt ist [Agarwal, 2006; Mohammad Reza 

Moein, 2007].  

Auch Oxidantien aus der Umwelt können im menschlichen Organismus eine ROS-

Freisetzung bewirken. Der Mensch wird durch das moderne Leben zunehmend mit Umwelt-

verschmutzung, Alkohol- und Medikamentenkonsum, längerfristiger Sonneneinstrahlung und 

Tabakrauchen konfrontiert. Diese Faktoren können im Körper zu einer übermäßigen ROS-

Produktion mit anschließender Schwächung der antioxidativen Schutzmechanismen sowie 

letztlich zu Schäden an den Zellen führen. Saleh et al. haben gezeigt, dass das Rauchen von 

Zigaretten einer der Gründe für eine erhöhte ROS-Bildung im Seminalplasma von infertilen 

Männern ist [Saleh, 2002b]. Frühere Studien bestätigen eine erhöhte oxidative Belastung der 

Spermien-DNA bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern [Fraga, 1996; Shen, 1997]. Loft 

et al. dagegen können keinen Zusammenhang zwischen verschiedenen Lebensgewohnhei-

ten wie dem Zigarettenrauchen und einer erhöhten oxidativen DNA-Schädigung der Sper-

mien feststellen [Loft, 2003]. 

Letztlich „entscheidend für die resultierenden Effekte gebildeter ROS ist offensichtlich das 

Gleichgewicht zwischen oxidativen Prozessen und antioxidativ wirkenden Schutzsystemen“ 

[Ochsendorf, 1999]. „Ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien zuguns-
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ten der ersteren wird als „Oxidativer Stress“ bezeichnet“, der eine häufig irreversible Schädi-

gung der Zellen zur Folge hat [Ochsendorf, 1999]. 

Die antioxidativ wirksamen Schutzsysteme sind sowohl in den Zellen als auch im Semi-

nalplasma lokalisiert und lassen sich in die zwei großen Gruppen der enzymatischen und der 

nicht-enzymatischen Antioxidantien unterteilen [Ochsendorf, 1999]. Superoxiddismutase 

(SOD), Katalase und Glutathionperoxidase (GPX) zählen zu den bekanntesten enzymati-

schen Antioxidantien [Sikka, 2004]. Sie katalysieren die Umwandlung von Superoxidanionen 

und Wasserstoffperoxid in Sauerstoff und Wasser und leisten so einen wesentlichen Beitrag 

zum Schutz der Zellen vor oxidativen Schäden. Zum großen System der nicht-

enzymatischen Antioxidantien gehören beispielsweise Transferrin, Ferritin, Caeruloplasmin, 

Glutathion, Harnsäure, Billirubin, Ubichinon, Pyruvat, Taurin und Hypotaurin, die Vitamine A, 

C und E sowie die Spurenelemente Kupfer, Zink und Selen, die für die Aktivität der antioxida-

tiven Enzyme unverzichtbar sind [Garrido, 2004; Sikka, 2004].  

Da das das antioxidative Abwehrsystem der Zelle enthaltende zytoplasmatische Volumen 

der Spermatozoen zu klein ist, um der Zelle einen adäquaten Schutz vor extrazellulären 

oxidativen Schädigungen zu bieten, kommt dem die Spermatozoen umgebenden Semi-

nalplasma eine besondere Bedeutung im Schutz der Spermatozoen vor ROS zu [Ochsen-

dorf, 1999; Garrido, 2004]. Das Seminalplasma enthält eine Reihe von sowohl enzymati-

schen Antioxidantien wie Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase oder Glutathionreduk-

tase [Mennella, 1980; Zini, 1993; Alvarez, 1989; Giannattasio, 2002], die im Rahmen dieser 

Arbeit alle drei näher betrachtet werden, als auch von den oben aufgeführten nicht-

enzymatischen Antioxidantien [Saleh, 2002a].  

Neben den genannten antioxidativen Enzymaktivitäten werden in der vorliegenden Disserta-

tion der oxidative Status mittels ROS-Konzentration und der Gesamtantioxidantienstatus im 

Seminalplasma ermittelt und analysiert. Der Gesamt- oder Totale Antioxidantienstatus (= 

Total Antioxidant Status = TAS) umfasst dabei die Summe der Einzelaktivitäten aller in dem 

untersuchten biologischen Milieu vorliegenden Antioxidantien [Ghiselli, 2000]. Untersuchun-

gen haben gezeigt, dass im Seminalplasma infertiler Männer im Vergleich zu fertilen 

Männern geringere Antioxidantienkonzentrationen vorliegen [Lewis, 1995], besonders bei 

jenen Männern mit herabgesetzter Motilität [Smith, 1996; Balercia, 2003] und/oder schlechter 

Spermienmorphologie [Koca, 2003]. Zudem sollen hohe ROS-Konzentrationen bei infertilen 

Männern mit niedrigeren Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma assoziiert sein 

[Lewis, 1995] bzw. soll eine exzessive ROS-Produktion zur Überwältigung der antioxidativen 

Abwehr und damit zur oxidativen Zerstörung der Spermatozoen und folgender Infertilität 
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führen [Maiorino, 2002]. Die Erfassung des Gesamtantioxidantienstatus erscheint nicht 

zuletzt im Hinblick auf die Beurteilung des Gleichgewichts zwischen oxidativen Prozessen 

und der antioxidativen Abwehr sinnvoller als die Bestimmung einer einzelnen antioxidativen 

Komponente. Der Totale Antioxidantienstatus berücksichtigt zudem das Zusammenspiel der 

einzelnen Antioxidantien [Smith, 1996; Balercia, 2003] und dient darüber hinaus über einen 

zu errechnenden ROS-TAS-Score einer besseren Beurteilung der männlichen Infertilität 

[Sharma, 1999]. Nach Sharma et al. zeigt dieser ROS-TAS-Score die oxidative Belastung 

deutlicher an, ist stärker mit männlicher Infertilität assoziiert und besitzt einen besseren 

Vorhersagewert für das Eintreten einer Schwangerschaft bei Patienten mit klinischer 

Infertilität als ROS oder TAS alleine [Sharma, 1999]. 

Dennoch hat sich eine exzessive ROS-Produktion als einer der besten Vorhersagewerte für 

ein schlechtes Ergebnis, d.h. für niedrige Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten bei der 

in-vitro-Fertilisation herausgestellt [Krausz, 1994; Sukcharoen, 1995; Sukcharoen, 1996; 

Zorn, 2003]. Für die Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten nach intrazytoplasmatischer 

Spermieninjektion ist im Hinblick auf die Beeinflussung durch ROS bisher noch wenig 

bekannt. Zorn et al. können für die Therapie mit ICSI keinen negativen Einfluss hoher ROS-

Konzentrationen auf die Fertilisation, wohl aber eine negative Assoziation mit der frühen 

Embryonalentwicklung feststellen [Zorn, 2003]. Hammadeh et al. beschreiben eine schwach 

negative Korrelation zwischen der Befruchtungsrate sowohl nach IVF- als auch nach ICSI-

Therapie und der ROS-Konzentration im Seminalplasma [Hammadeh, 2006]. 

Auch für die verschiedenen Antioxidantien und den Gesamtantioxidantienstatus zeigt sich 

die aktuelle Studienlage im Hinblick auf Fertilisation, Schwangerschaft und Therapieresultate 

assistierter Reproduktionsverfahren noch wenig fundiert. Erste Therapiestudien deuten 

daraufhin, dass sich eine systemische antioxidative Behandlung günstig auf die männliche 

Infertilität auswirken kann [Ochsendorf, 1999]. Auch werden Behandlungen mit verschiede-

nen Antioxidantien im Rahmen der assistierten Reproduktion diskutiert. Für die Zukunft gilt 

es auf jeden Fall, die optimale Diagnostik zur Erkennung von Patienten mit einer durch ROS 

bedingten Infertilität zu identifizieren sowie die optimale Therapie bezüglich Präparat und 

Dosierung festzulegen [Ochsendorf, 1999].  

 

 

 



18 2 Einleitung und Eigene Fragestellung 

2.3 Eigene Fragestellung 

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation besteht in der Untersuchung von Zusammen-

hängen zwischen verschiedenen Spermiogrammparametern, oxidativen und antioxidativen 

Parametern des Seminalplasmas und der DNA-Integrität sowohl untereinander als auch 

gegenüber den klinisch bedeutsamen Therapieresultaten einer IVF- bzw. ICSI-Behandlung. 

Es sollen somit Parameter identifiziert werden, die entscheidende Einflussfaktoren für die 

andrologische Sub- bzw. Infertilität sowie für die assistierten Reproduktionsverfahren und 

ihre Ergebnisse darstellen. 

Zu diesem Zweck werden zunächst die verschiedenen Spermiogrammparameter in den 

Ejakulatproben bestimmt. Dabei werden neben dem Volumen, dem pH-Wert, der Viskosität, 

der Dichte und der Motilität zusätzlich die Vitalität mittels Eosin- und HOS-Test, die Anzahl 

der Leukozyten mittels Cytur-Test, das Vorhandensein von Antikörpern mit Hilfe des MAR-

Tests sowie die Spermienmorphologie betrachtet. Zudem erfolgen Färbungen zur Beurtei-

lung der DNA-Integrität im Speziellen zur Analyse der Chromatinkondensation (Chromomy-

cin A3 Färbung), der DNA-Denaturierung (Acridine Orange Färbung) und des programmier-

ten Zelltodes, der Apoptose (TUNEL-Färbung) sowie Messungen zur Bestimmung der 

Oxidantienkonzentration (ROS), des Gesamtantioxidantienstatus (TAS) und verschiedener 

enzymatischer Antioxidantienkonzentrationen (Glutathionperoxidase, Glutathionreduktase, 

Superoxiddismutase) im Seminalplasma. 

Zusammenfassend kann man die Fragestellung dieser Arbeit in folgenden Punkten festhal-

ten: 

1. Welchen Einfluss haben die Parameter der DNA-Integritätsbestimmung sowie die 

Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma auf die Spermi-

ogrammparameter? 

2. Welcher Zusammenhang besteht zwischen den Parametern der DNA-

Integritätsbestimmung und den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Semi-

nalplasma? 

3. Welche Auswirkungen haben die untersuchten Parameter auf die Befruchtungs- und 

Schwangerschaftsresultate der Patientinnen nach IVF- und ICSI-Therapie? 

4. Ergeben sich Unterschiede für die Untersuchungen im Vergleich der beiden Patienten-

kollektive, dem IVF- und dem ICSI-Kollektiv? 



 

3 Material und Methodik 

Das folgende Kapitel beinhaltet die Beschreibung aller in der vorliegenden Arbeit verwende-

ten Materialien und Methoden zur Erfassung und Beurteilung der Untersuchungsergebnisse.  

Dabei erfolgt zunächst die Betrachtung der Patienten, deren Ejakulatproben den Hauptunter-

suchungsgegenstand der Arbeit darstellen. Anschließend werden die Methoden und Tests 

zur Erfassung der Spermiogrammparameter und der DNA-Integrität sowie das Vorgehen zur 

Messung der Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma näher 

beleuchtet.  

Im Anschluss an die Schilderung dieses experimentellen ausschließlich die Männer betref-

fenden Teils der Arbeit erfolgt die Darstellung der behandelten Patientinnen und des 

klinischen Vorgehens bei der Therapie mit IVF und ICSI.  

Zuletzt werden noch die Methoden zur statistischen Auswertung der gewonnenen Ergebnis-

se erläutert. 

3.1 Patienten 

Im Rahmen dieser Studie werden Spermaproben von insgesamt 46 Patienten im Alter 

zwischen 25 und 49 Jahren untersucht, die im Zeitraum von Juli 2005 bis Januar 2007 mit 

ihren Ehefrauen oder Lebenspartnerinnen wegen unerfülltem Kinderwunsch die Fertili-

tätssprechstunde der Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe der Universitätskliniken des 

Saarlandes aufsuchten. Die Aufteilung in zwei Patientenkollektive erfolgt nach der Behand-

lungsmethode entweder in die IVF-Gruppe, die 31 Patienten umfasst, oder in die ICSI-

Gruppe bestehend aus 15 Patienten. Das Alter der Patienten unterscheidet sich zwischen 

beiden Gruppen statistisch nicht signifikant (p=0,236).  

Da der Fokus dieser Arbeit auf dem Vergleich der beiden Therapieverfahren IVF und ICSI 

liegt und zudem bereits eine Vielzahl von Untersuchungen der gleichen Zielsetzung vorhan-

den ist, die allesamt Referenzwerte von gesunden, fertilen Männern zur Gegenüberstellung 

heranziehen, wird in der vorliegenden Dissertation auf den Vergleich der hier untersuchten 

subfertilen Patienten mit einer gesunden Kontrollgruppe verzichtet.  
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Die Spermaproben werden nach mindestens dreitägiger sexueller Karenz in einem dafür 

vorgesehenen Raum in unmittelbarer Nähe des Labors der Frauenklinik durch Masturbation 

in ein mit den Patientendaten, Datum und Uhrzeit der Probengewinnung beschriftetes 

steriles Plastikgefäß gewonnen. Zur korrekten Probengewinnung und zum Transport des 

Ejakulats werden die Patienten vorher genau aufgeklärt. Dabei ist darauf zu achten, dass die 

Proben während des Transports zum Labor vor extremen Temperaturen geschützt werden 

und nur vollständige Proben analysiert werden [WHO, 1999]. Um eine möglichst optimale 

Temperatur zu gewährleisten, werden die Proben sofort nach der Gewinnung auf eine 

Heizplatte bei 37°C bis zur weiteren Untersuchung gestellt. 

Anschließend erfolgt noch innerhalb der ersten Stunde nach Probengewinnung die Untersu-

chung des Ejakulats nach makroskopischen Aspekten wie Liquefizierung, Aussehen, 

Volumen, Viskosität und pH-Wert. Zudem werden mittels Cytur-Test die Leukozyten im 

Ejakulat bestimmt. Nach mikroskopischen Gesichtspunkten werden die Proben auf Dichte 

und Motilität untersucht. Außerdem werden die Vitalitätsprüfungen Eosin- und HOS-Test 

sowie der MAR-Test zur Detektion von Immunglobulin G-Antikörpern auf den Spermien 

durchgeführt. Nach Liquefizierung, d.h. nach der Verflüssigung der Nativprobe (nach circa 15 

bis 30 Minuten) erfolgt die Anfertigung von Ausstrichpräparaten zur späteren Färbung. Diese 

müssen sorgfältig mit der jeweiligen Patientennummer und dem Vermerk „vor“ für „Probe vor 

Aufbereitung“ beschriftet werden. 

Alle im Rahmen dieser Studie untersuchten Proben werden ausschließlich mit der Pu-

reSperm®-Aufbereitungsmethode behandelt. Während der Aufbereitung wird nach einer 20 

Minuten dauernden Dichtegradientenzentrifugation der Überstand der mit PureSperm® 

behandelten Spermaprobe, welcher dem Seminalplasma entspricht, abpipettiert und in mit 

der jeweiligen Patientennummer beschrifteten Eppendorfgefäßen bei -80°C bis zur weiteren 

Untersuchung eingefroren. Im Anschluss an die Aufbereitung werden erneut Dichte und 

Motilität bestimmt sowie der HOS-Test durchgeführt und zusammen mit den bisher gewon-

nenen Ergebnissen für jeden Patienten in einem dafür vorgesehenen standardisierten 

Spermiogrammprotokoll (siehe 7.1.1) dokumentiert. 

Die aufbereiteten Spermaproben können dann anschließend weiter zur in-vitro-Fertilisation 

(IVF) bzw. für die intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) verwendet werden. Des 

Weiteren erfolgt die erneute Anfertigung von Ausstrichpräparaten – diesmal mit dem 

Vermerk „nach“ für „Probe nach Aufbereitung“ – zur späteren Färbung und Auswertung. Da 

die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit also an exakt dem gleichen Probenmaterial 

durchgeführt werden, das auch in der IVF- und ICSI-Therapie Anwendung findet, können alle 
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erzielten Ergebnisse direkt mit den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten in Bezug 

gesetzt bzw. verglichen werden. 

3.2 Spermiogrammparameter 

Die Spermiogrammbefunde werden routinemäßig vom Laborfachpersonal der Universitäts-

frauenklinik bestimmt und in die entsprechenden standardisierten Protokolle eingetragen. Die 

in der vorliegenden Arbeit verwendeten Daten dieser Spermiogramme werden retrospektiv 

aus den Akten erhoben. 

3.2.1 Spermienausstriche und Fixierung der Objektträger 

Wie unter 3.1 bereits beschrieben, werden kurz nach der Liquefizierung der Ejakulatprobe 

von der Nativprobe sowie nach der PureSperm®-Aufbereitung Ausstrichpräparate für weitere 

Untersuchungen angefertigt. 

Dabei wird ein Tropfen des Ejakulats auf einen gesäuberten am Rand mit der Patienten-

nummer sowie dem Vermerk „vor“ bzw. „nach“ versehenen Objektträger (MENZEL, Braun-

schweig) aufgebracht und anschließend durch eine „ziehende Bewegung“ mit der Kante 

eines weiteren Objektträgers gleichmäßig verteilt [WHO, 1999]. Danach werden die Objekt-

träger ungefähr zehn Minuten luftgetrocknet und mit Fixationsspray (Merckofix®, MERCK, 

Darmstadt) eingedeckt. 

3.2.2 Volumen 

Das Volumen der Ejakulatprobe wird nach der Liquefizierung auf der Heizplatte bei 37°C mit 

Hilfe eines graduierten Zylinders, in den die Probe vollständig einzufüllen ist, abgelesen. 

Hierbei gilt es zu beachten, dass bei der Handhabung der Proben, die für IVF oder ICSI 

vorbereitet werden, ausschließlich sterile Materialien verwendet werden. 

Die untere Normgrenze für das Spermavolumen liegt bei 2,0 ml. [WHO, 1999] 
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3.2.3 pH-Wert 

Ein Ejakulattropfen wird innerhalb der ersten Stunde nach Gewinnung gleichmäßig auf pH-

Papier (pH-Indikatorstäbchen, pH 6,4-10,0, MERCK, Darmstadt) gestrichen. Nach 30 

Sekunden zeigt sich eine uniforme Färbung, die zur Bestimmung des pH-Werts mit dem 

Kalibrationsstreifen verglichen wird. Ein normaler pH-Wert sollte mindestens bei 7,2 liegen 

[WHO, 1999] und idealerweise nicht höher als 8 sein [WHO, 1992]. 

3.2.4 Viskosität 

Zur Beurteilung der Viskosität, die man in der Literatur auch als Konsistenz bezeichnet, wird 

in die verflüssigte Probe ein Glasstab eingeführt und beim langsamen Herausziehen des 

Stabes die Fadenlänge beobachtet. Der Faden sollte dabei nicht länger als 2 cm sein. 

Alternativ kann nach vorsichtiger Aspiration in eine 5 ml-Pipette die Fadenlänge der durch 

die Schwerkraft heraustropfenden Probe beobachtet werden. Als normal gilt hierbei das 

Herauslaufen kleiner einzelner Tropfen, während wiederum eine Fadenlänge von mehr als 2 

cm als abnorm anzusehen ist. [WHO,1999] 

3.2.5 Dichte 

Die Spermiendichte oder Spermienkonzentration wird bestimmt, indem man 10 µl der 

verflüssigten Probe in die 10 mm Vertiefung einer Zählkammer, der sogenannten Makler-

kammer [Makler, 1980] pipettiert und mit einem Deckglas (MENZEL, Braunschweig) abdeckt. 

Diese Maklerkammer ist in 10 mal 10 Quadranten aufgeteilt, von denen unter einem 

Mikroskop (OLYMPUS BH2-RFCA) bei 200facher Vergrößerung dreimal hintereinander 10 

Quadranten ausgezählt werden. Der Mittelwert aus diesen drei Ergebnissen gibt dann die 

Anzahl der Spermien in Millionen pro Milliliter an. Die Spermiendichte wird sowohl vor als 

auch nach Aufbereitung erfasst. 

Die normale Spermiendichte sollte mindestens 20 Millionen Spermien pro Milliliter betragen. 

Durch Multiplikation der Spermiendichte oder Spermienkonzentration mit dem Gesamtvolu-

men des Ejakulats ergibt sich die Gesamtspermienzahl, welche bei mindestens 40 Millionen 

Spermien pro Ejakulat liegen sollte. [WHO, 1999] 
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3.2.6 Motilität 

Zur Beurteilung der Spermienmotilität werden analog zur Spermiendichte wiederum 10 µl 

des verflüssigten Ejakulats in die Vertiefung der Maklerkammer gegeben. Bei 200facher 

Vergrößerung werden dann 100 Spermien in möglichst vielen Quadranten hinsichtlich ihrer 

Beweglichkeit ausgezählt. Dabei werden die folgenden vier Kategorien der WHO zur 

Klassifizierung der Spermienmotilität berücksichtigt [WHO, 1999]: 

a) schnelle progressive Beweglichkeit (≥ 25 µm/s bei 37°C bzw. ≥ 20 µm/s bei 20°C), 

b) langsame oder träge progressive Beweglichkeit, 

c) nicht progressive Beweglichkeit (< 5 µm/s) und 

d) Immotilität. 

Bei der Auszählung erhält man schließlich für jede Motilitätskategorie einen Wert. Da genau 

100 Spermien ausgezählt werden, können diese Werte direkt in Prozent angegeben werden. 

Zur Minderung von Zählungenauigkeiten erfolgt eine zweite Auszählung, wobei der Durch-

schnitt von beiden Auszählungen als Ergebnis für die Motilität festgehalten wird. Sollte die 

Abweichung dieser Doppelbestimmung größer als 10 % sein, muss mit einem neuen 

Ejakulattropfen erneut ausgezählt werden. [WHO, 1999] 

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben wird zwischen globaler Motilität, d.h. 

WHO-Kategorien a) und b) und progressiver Motilität, d.h. WHO-Kategorie a) unterschieden 

[Bals-Pratsch, 1998]. Die Normalwerte liegen hierbei für die Globalmotilität bei mindestens 

50 %, für die Progressivmotilität bei mindestens 25 % [WHO, 1999]. 

Die Bestimmung der Spermienmotilität erfolgt wiederum vor und nach Aufbereitung der 

Probe. 

3.2.7 Vitalität 

Der Anteil lebensfähiger Spermien kann mittels Vitalfärbungen oder Testverfahren ermittelt 

werden, die die osmotische Belastungsfähigkeit der Spermatozoen unter hypoosmotischen 

Bedingungen prüfen [WHO, 1999]. Die standardmäßig verwendeten Methoden Eosin- und 

HOS-Test dienen demnach der Bestimmung der Lebensfähigkeit von Spermien. 
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Eosin-Test 

Das Prinzip des Eosin-Tests basiert darauf, dass tote Spermatozoen durch ihre geschädig-

ten Plasmamembranen bestimmte Farbstoffe aufnehmen und somit selektiv angefärbt 

werden können [WHO, 1999]. Bei vitalen Zellen ist die Barrierefunktion der Plasmamembran 

intakt, so dass kein Farbstoff hindurch diffundieren kann. 

Zur Durchführung des Eosin-Tests mischt man 10 bis 15 µl frisches Ejakulat mit einem 

Tropfen 0,5-prozentiger (5 g/l) Eosin Y-Lösung (Klinikapotheke, Uniklinik Homburg) auf 

einem Objektträger und bedeckt es mit einem Deckglas. Nach ein bis zwei Minuten werden 

bei 400facher Vergrößerung 100 Spermatozoen unter einem Lichtmikroskop mit Hellfeld- 

oder Phasenkontrastbeleuchtung ausgezählt, wobei die vitalen, also lebendigen Spermien 

weiß bzw. ungefärbt erscheinen, während die toten Spermien rot gefärbt sind. Mit Hilfe 

dieser Methode lassen sich tote Spermien von solchen unterscheiden, die unbeweglich, aber 

lebensfähig sind. Vor allem bei einer Immotilitätsrate von mehr als 50 % sollte der Anteil der 

vitalen Spermien mit Hilfe von Vitalfärbungen ermittelt werden. Von einem normalen Eosin-

Test spricht man, wenn mindestens 50 % vitale, d.h. ungefärbte Zellen vorhanden sind. 

[WHO, 1999] 

Der Eosin-Test dient auch zur Überprüfung einer korrekt durchgeführten Beurteilung der 

Motilität, wobei der prozentuale Anteil toter Zellen nicht den Prozentsatz an immotilen Zellen 

übersteigen sollte. Darüber hinaus liefert ein hoher Anteil immotiler, aber vitaler Zellen einen 

wichtigen Hinweis auf eventuell vorliegende Strukturdefekte des Flagellums. [WHO, 1999] 

HOS-Test 

Beim sogenannten Hypoosmotischen Schwelltest (kurz: HOS-Test) kommt es aufgrund der 

Semipermeabilität der intakten Spermienzellmembran unter hypoosmotischen Bedingungen 

durch Wassereinstrom in die Zelle zu einer Anschwellung des Spermiums [Drevius, 1966], 

was an den Änderungen der Schwanzformen sichtbar wird. 1984 wurde der HOS-Test von 

Jeyendran et al. ursprünglich für klinische Zwecke eingeführt. [WHO, 1999] 

Zur Herstellung der sogenannten Schwelllösung werden 0,735 g Natriumzitrat (Na3C6H5O7 × 

2 H2O) und 1,351 g Fructose in 100 ml destilliertem Wasser gelöst.  

1 ml dieser Schwelllösung wird bei 37°C in einem verschlossenen Eppendorfgefäß für circa 5 

Minuten erwärmt. Man gibt 0,1 ml liquefiziertes Ejakulat hinzu und durchmischt vorsichtig mit 
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einer Pipette. Anschließend wird für mindestens 30 Minuten, aber nicht länger als 120 

Minuten bei 37°C inkubiert. Zur Beurteilung gibt man 10 µl der zuvor inkubierten Lösung auf 

einen Objektträger und versieht diesen mit einem Deckglas. Der Anteil geschwollener, d.h. 

vitaler Spermienschwänze wird unter dem Phasenkontrastmikroskop zweifach von jeweils 

100 Spermien unter anschließender Mittelwertberechnung bestimmt. [WHO, 1999] 

Bei der mikroskopischen Auswertung bietet sich folgendes in Abbildung 3-1 schematisch 

dargestelltes Bild [WHO, 1999]: 

 

Abbildung 3-1: „Schematische Darstellung typischer morphologischer Veränderungen menschlicher 
Spermatozoen nach Kontakt mit hypoosmotischer Lösung: a) keine Änderungen, b)-g) unterschiedli-
che Schwanzveränderungen. Die schraffierten Flächen kennzeichnen die ein Schwellen anzeigenden 

Schwanzregionen.“ [WHO, 1999] 

Das Ergebnis des HOS-Tests ist als normal anzusehen, wenn mindestens 50 % der Sper-

mienschwänze anschwellen und somit vital sind [WHO, 1999]. 

Dabei gilt es zu beachten, dass manche Spermien schon vor Testbeginn aufgerollte 

Schwänze aufweisen. Diese müssen vor der Testdurchführung ermittelt und später vom 

Gesamtergebnis subtrahiert werden. [Eliasson, 1971; Eliasson, 1981; Jeyendran, 1984]  

Die Durchführung des HOS-Tests erfolgt vor und nach Aufbereitung der Ejakulatprobe. 

3.2.8 Cytur-Test 

Der Cytur-Test dient der Quantifizierung von Leukozytenpopulationen im Ejakulat. Das 

Prinzip des Tests basiert auf dem Nachweis der Esteraseaktivität von Granulozyten. Die 

Esterasen spalten den Indoxylester des Teststreifens zu Indoxyl, welches dann mit einem 
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Diazoniumsalz unter Entwicklung eines blau violetten Farbstoffs reagiert. Es werden 

semiquantitativ intakte sowie bereits lysierte Leukozyten erfasst. 

Zur Testdurchführung wird ein Teststreifen (Combur2-Test® LN, ROCHE, Schweiz) in frisches 

Ejakulat eingetaucht und das Ergebnis anhand des Farbumschlages nach ein bis zwei 

Minuten abgelesen. Dabei finden sich drei Abstufungen der Farbreaktion, welche mit einer 

Referenztafel auf der Packung verglichen werden.  

Eine Anzahl von höchstens einer Million Leukozyten pro Milliliter gilt als normal [WHO, 1999], 

wobei zu berücksichtigen ist, dass Leukozyten in den meisten menschlichen Ejakulaten 

vorhanden sind [Wolff, 1988a, b; Aitken, 1990; Barratt, 1990]. Ein exzessives Vorhandensein 

von Leukozyten im Ejakulat, eine sogenannte Leukozytospermie deutet möglicherweise auf 

eine eventuell antibiotisch behandelbare Infektion der ableitenden Samenwege hin [WHO, 

1999] oder kann ferner mit anderen Defekten einhergehen, z.B. mit einer Reduzierung des 

Ejakulatvolumens, der Spermienkonzentration und der -motilität sowie mit einem Verlust der 

Spermienfunktion als Resultat von oxidativem Stress [Aitken, 1989a; Aitken, 1990] und/oder 

mit der Sekretion von zytotoxischen Zytokinen [Hill, 1987]. 

3.2.9 MAR-Test 

Mit dem gemischten Antiglobulin Test (mixed antiglobulin reaction test, MAR-Test) lassen 

sich auf der Oberfläche der Spermatozoen gebundene spezifische Immunglobulin G-

Antikörper nachweisen. Dazu wird frisch gewonnenes Ejakulat mit Latexpartikeln vermischt, 

die mit humanem IgG beschichtet sind. Anschließend fügt man ein monospezifisches 

Antihuman-IgG-Antiserum hinzu. Entstehen Mischagglutinate aus Partikeln und motilen 

Spermatozoen, ist der Beweis für das Vorhandensein von IgG-Antikörpern auf den Spermien 

erbracht. [WHO, 1999] 

Der MAR-Test (SpermMar IgG Test, FertiPro N.V., Beernem, Belgien) wird wie folgt durch-

geführt: 

Man gibt 10 µl frisches Ejakulat, 10 µl IgG-beschichtete Latexpartikel und 10 µl Antiserum 

gegen menschliches IgG auf einen Objektträger. Zuerst werden der Ejakulattropfen und die 

Latexpartikel zusammen gemischt, dann wird mit Hilfe eines Deckglases das Antiserum 

hinzugemischt. Das Nasspräparat wird nach Abdecken mit einem Deckglas unter dem 

Mikroskop bei 400facher Vergrößerung sowohl nach 2-3 Minuten als auch nach 10 Minuten 

im Hellfeld oder Phasenkontrast betrachtet. [WHO, 1999] 
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Antikörperfreie Spermatozoen bewegen sich frei zwischen den zusammen gelagerten 

Latexpartikeln, während die antikörperbehafteten Spermatozoen mit den Latexpartikeln 

Agglutinate bilden. Dabei schwimmen die Spermatozoen zunächst noch mit den angehefte-

ten Partikeln umher. Wird die Agglutination jedoch zu groß, können sich die gebundenen 

Spermatozoen nur noch auf der Stelle bewegen. [WHO, 1999] 

Es werden 100 bewegliche Spermatozoen beurteilt und der prozentuale Anteil derer, an 

denen Partikel haften, ermittelt. Dieser sollte weniger als 10 % betragen [WHO, 1999]. 

Wenn 50 % oder mehr der motilen Spermatozoen Partikel gebunden haben, handelt es sich 

mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine immunologische Infertilität [Barratt, 1992]. Liegen nur 

auf 10 bis 50 % der beweglichen Spermatozoen gebundene Partikel vor, erlaubt dies 

lediglich die Verdachtsdiagnose einer immunologischen Infertilität [WHO, 1999]. 

3.2.10 Spermienmorphologie 

Um die Morphologie der Spermatozoen beurteilen zu können, werden die Ausstrichpräpara-

te, die sowohl von der Nativprobe als auch von der aufbereiteten Probe angefertigt wurden, 

mit der für Spermien modifizierten Färbung nach Papanicolaou [WHO, 1999] gefärbt und 

anschließend unter Berücksichtigung der WHO-Kriterien [WHO, 1999] ausgewertet. 

Modifizierte Färbung nach Papanicolaou 

Bei dieser in andrologischen Labors häufig verwendeten Färbemethode werden der akroso-

male und postakrosomale Anteil des Spermienkopfes ebenso wie das Mittelstück und der 

Schwanz angefärbt. Das Verfahren kann auch bei sehr viskösen Proben angewendet 

werden. [WHO, 1999] 

Da die Färbung recht komplex ist und aus vielen Einzelschritten besteht, wird sie maschinell 

nach standardisierten Bedingungen durchgeführt (SHANDON, Cheshire, Großbrittanien). Die 

Anleitung zur Färbung zeigt Tabelle 3-1. 
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Tabelle 3-1: Für Spermien modifizierte Färbung nach Papanicolaou [nach WHO, 1999] 

Färbelösung Färbevorgang 

Äthanol 80 % 10 mal eintauchen a 

Äthanol 70 % 10 mal eintauchen 

Äthanol 50 % 10 mal eintauchen 

Destilliertes Wasser 10 mal eintauchen 

Hämatoxylin nach Harris exakt 3 Minuten eintauchen 

Fließendes Wasser 3 bis 5 Minuten eintauchen 

Saurer Alkohol 2 mal eintauchen 

Fließendes Wasser 3 bis 5 Minuten eintauchen 

Scotts Lösung b 4 Minuten eintauchen 

Destilliertes Wasser 1 mal eintauchen 

Äthanol 50 % 10 mal eintauchen 

Äthanol 70 % 10 mal eintauchen 

Äthanol 80 % 10 mal eintauchen 

Äthanol 90 % 10 mal eintauchen 

Orange G6 2 Minuten eintauchen 

Äthanol 95 % 10 mal eintauchen 

Äthanol 95 % 10 mal eintauchen 

EA-50 5 Minuten eintauchen 

Äthanol 95 % 5 mal eintauchen 

Äthanol 95 % 5 mal eintauchen 

Äthanol 95 % 5 mal eintauchen 

Äthanol 99,5 % 2 Minuten eintauchen 

Xylol (3 Färbetröge) 1 Minute in jeden eintauchen 

 a Einmal eintauchen entspricht ca. 1 Sekunde. b Scotts Lösung wird verwendet, wenn das 
gewöhnliche Leitungswasser hart ist. 

Die einzelnen zur Färbung verwendeten Lösungen sind alle kommerziell erhältlich und 

gewöhnlich von zufriedenstellender Qualität [WHO, 1999]. Auf die nähere Beschreibung ihrer 

Zusammensetzung wird an dieser Stelle verzichtet. 

Direkt nach der Färbung werden die Präparate mit einer Lösung von Polymeren in Xylol 

(Entellan®, MERCK, Darmstadt) eingedeckt, mit einem Deckglas versehen und stehen dann 

zur lichtmikroskopischen Auswertung bei 1000facher Vergrößerung unter Verwendung von 

Immersionsöl (MERCK, Darmstadt) bereit. 
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Bewertung nach WHO-Kriterien  

Es werden jeweils 100 Spermien pro Objektträger ausgezählt und in „vollständig normal“ 

geformte Spermien sowie Spermien mit „Abnormalitäten“ unterteilt. Die Ergebnisse dieser 

Auswertung werden mit Hilfe standardisierter Beurteilungsbögen zur Spermienmorphologie 

erfasst und dokumentiert (siehe 7.1.2). 

Ein normal geformtes Spermium muss folgenden in Tabelle 3-2 dargestellten WHO-Kriterien 

genügen: 

Tabelle 3-2: WHO-Kriterien für die Morphologie eines normal geformten Spermiums  
[nach WHO, 1999] 

Kopf 
Hals, Mittelstück und  

Zytoplasma 
Schwanz 

• Form: oval 

• Länge: 4,0 - 5,5 µm 

• Breite: 2,5 - 3,5 µm 

• Quotient Länge/Breite:  
1,5 - 1,75 

• Akrosom: deutlich abgrenzbar, 
40-70 % der Kopfoberfläche 

• Hals: keine Abweichung von 
der axialen Lage, nicht geknickt 

• Mittelstück: anhaftend, Länge 7 
- 8 µm, Breite weniger als 1/3 
der Kopfbreite 

• Zytoplasma: Zytoplasmatropfen 
maximal 1/3 der normalen 
Kopfgröße 

• Eigenschaften: anhaftend, 
deutlich abgrenzbar, nicht 
spiralisiert 

• Länge: mindestens 45 µm 

 

Als weitere Kriterien zur Beurteilung der Spermatozoenmorphologie dienen die in Tabelle 3-3 

aufgeführten Abnormalitäten und möglichen Defekte eines Spermiums. Beispiele der 

verschiedenen morphologischen Abnormalitäten sind auf dem exemplarischen Auswer-

tungsbogen zur Spermienmorphologie unter 7.1.2 schematisch dargestellt. 

Tabelle 3-3: WHO-Kriterien für morphologische Spermiendefekte [nach WHO, 1999] 

Abnorme Form und/oder Größe 
des Kopfes 

Defekte von Hals, Mittelstück 
und Zytoplasma 

Schwanzdefekte 

• Große, kleine, amorphe oder 
Doppel-Köpfe 

• Vakuolen (> 20 % der 
Kopffläche 

• Überstreckungen (zigarrenför-
mig, birnenförmig) 

• Fehlen des Schwanzes 

• Irregulärer Ansatz des 
Flagellums mit Abknickungen 

• Formstörungen des Mittelstü-
ckes (unregelmäßig geformt, 
geknickt, erweitert, dünn) 

• Zytoplasmatropfen > 1/3 des 
Kopfes 

• Flagellum: zu kurz, Abknickun-
gen, Aufrollungen 

• Kaliberschwankungen 

• Doppel-/Mehrfachschwänze 
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Die WHO legt sich in ihrem Laborhandbuch von 1999 auf keinen konkreten Normalwert für 

die Spermienmorphologie fest. Dennoch weisen Köhn und Haidl auf die Anmerkung in einer 

Fußnote des Handbuchs hin, nach der Untersuchungen bei weniger als 15 % normal 

geformten Spermatozoen eine Abnahme der Fertilisierungsraten in vitro gezeigt haben 

[Köhn, 2006]. 

3.3 DNA-Integrität 

Zur Beurteilung der DNA-Integrität der Spermatozoen werden drei verschiedene Fluores-

zenzfärbungen von den Ausstrichpräparaten der Ejakulatproben jeweils vor und nach 

Aufbereitung angefertigt.  

Mit Hilfe der Chromomycin A3 (CMA3) Färbung lässt sich die An- bzw. Abwesenheit von 

Protaminen, welche wesentlich an der Chromatinkondensation beteiligt sind, und somit der 

Chromatinkondensationsstatus beurteilen. Die Acridine Orange (AO) Färbung dient über den 

Nachweis von DNA-Einzelsträngen der Beurteilung denaturierter DNA im Zellkern der 

Spermatozoen. Zur Analyse des programmierten Zelltodes, der Apoptose in der Spermato-

zoen-DNA erfolgt die TUNEL-Färbung. Dabei werden DNA-Fragmente detektiert, die durch 

Apoptose entstanden sind. 

3.3.1 Chromomycin A3 (CMA3) Färbung 

Die in dieser Form von Bianchi et al. [Bianchi, 1993] bereits beschriebene und durchgeführte 

Färbung dient der Beurteilung des Kondensationszustandes der Spermatozoen-DNA im 

Spermienkopf. Normalerweise werden während der Spermatogenese in den Spermatiden 

die in allen somatischen Zellen im Zellkern enthaltenen lysinreichen DNA-bindenden Histone 

gegen Protamine, die eine Kondensation des Chromatins erst ermöglichen, ausgetauscht 

[Henkel, 2000]. Bei Abwesenheit bzw. ungenügendem Austausch der für die Kondensation 

maßgeblichen Protamine färbt Chromomycin Guanin-Cytosin-reiche DNA-Sequenzen an, die 

daraufhin unter einem Fluoreszenzmikroskop hell aufleuchten. Fluoreszenz zeigt bei dieser 

Färbung also das Fehlen von Protaminen und somit das Vorliegen einer unvollständigen 

oder schlechten Kondensation des Chromatins an. 
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Vorbereitung 

Die Ausstrichpräparate werden zunächst für 5 Minuten in der sogenannten Carnoy’s solution, 

einer Lösung bestehend aus drei Teilen Methanol (MERCK, Darmstadt) und einem Teil 

Essigsäure (MERCK, Darmstadt) entsprechend einer Glasküvette mit 150 ml Methanol und 

50 ml Essigsäure für 10 bis 18 Objektträger fixiert und anschließend kurz getrocknet. 

Färbung mit Chromomycin A3 (CMA3) 

Die Färbelösung besteht aus 0,25 mg CMA3 (SIGMA, St. Louis, USA) gelöst in 1 ml Phos-

phate Buffered Saline (PBS). Die Zusammensetzung der PBS-Lösung ist im Abschnitt 7.2.1 

dargestellt. Zur Herstellung der gebrauchsfertigen Lösung wird ein 10 mg CMA3-

Glasfläschchen mit 1 ml PBS-Lösung gefüllt und leicht geschüttelt. Der gelöste Inhalt wird 

sodann in einen mit Alufolie umwickelten Erlenmeyerkolben gefüllt und anschließend werden 

39 ml PBS-Lösung dazu gegeben.  

Die fixierten Objektträger werden für 20 Minuten mit jeweils 100 µl CMA3-Färbelösung 

beschichtet und in eine dunkle, feuchte Kammer bei Raumtemperatur zum Trocknen gelegt. 

Anschließend werden sie in PBS-Lösung gespült, mit Glyzerin (MERCK, Darmstadt) 

eingedeckt und mit einem Deckglas versehen.  

Das Arbeiten mit der Fluoreszenzlösung muss unter Lichtausschluss erfolgen, da der 

Farbstoff bei Belichtung sehr schnell ausbleicht. 

Auswertung 

Zur Auswertung werden die gefärbten Präparate noch am selben Tag unter einem Fluores-

zenzmikroskop (OLYMPUS BH2-RFCA) mit einem 490 nm Exzitationsfilter bei 1000facher 

Vergrößerung mit Immersionsöl betrachtet. Dabei ist darauf zu achten, dass der ganze 

Raum abgedunkelt ist und die verschiedenen Areale auf den Objektträgern nicht zu lange 

belichtet werden, um eine Ausbleichung der Fluoreszenz zu verhindern. Es werden jeweils 

100 Spermien ausgezählt und in fluoreszierend oder nicht fluoreszierend unterteilt, wobei die 

fluoreszierenden Spermien am hellen Aufleuchten ihrer Köpfe zu erkennen sind. 

Abbildung 3-2 zeigt ein am Fluoreszenzmikroskop (OLYMPUS AX70) unter Verwendung des 

FITC Filters mit dem Farb-Fluoreszenz-Bildsystem isis (in situ imaging system, Version 2.56, 
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MetaSystems) aufgenommenes Foto von mit Chromomycin A3 (CMA3) gefärbten Spermien, 

wobei sowohl fluoreszierende als auch nicht fluoreszierende Spermien zu erkennen sind. 

 

Abbildung 3-2: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von CMA3-gefärbten Spermien  

3.3.2 Acridine Orange (AO) Färbung 

Diese von Tejada et al. [Tejada, 1984] beschriebene Färbung wird zur Analyse der in situ-

DNA-Denaturierung benutzt. Das Prinzip der Färbung basiert darauf, dass sich der Fluores-

zenzfarbstoff Acridine Orange in normaler doppelsträngiger DNA als Monomer anlagert, 

während er an denaturierte Einzelstrang-DNA im aggregierten Zustand bindet und jeweils 

anders farbige Fluoreszenz erzeugt. Das als Monomer angelagerte AO bzw. die Doppel-

strang-DNA erscheint grün fluoreszierend, während der aggregierte Farbstoff an denaturier-

ter DNA orange bis rot aufleuchtet. 

Vorbereitung 

Zur Fixation werden die Ausstrichpräparate für mindestens 2 Stunden, besser über Nacht in 

Carnoy’s solution aufbewahrt. Entsprechend der Fixationslösung bei der CMA3-Färbung 

besteht die Lösung für eine Glasküvette aus 150 ml Methanol und 50 ml Essigsäure. Im 

Anschluss daran lässt man die Objektträger wenige Minuten trocknen. 
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Färbung mit Acridine Orange (AO) 

Auch bei dieser Färbung muss zur Verhinderung einer Ausbleichung unter Lichtausschluss 

gearbeitet werden. Zunächst wird die sogenannte stock solution hergestellt, die im Dunkeln 

bei 4°C einige Zeit aufbewahrt werden kann. Dazu werden je nach benötigter Menge 

beispielsweise 100 mg Acridine Orange (SIGMA, St. Louis, USA) in 100 ml destilliertem 

Wasser gelöst und danach filtriert. 

Die eigentliche Färbelösung muss vor jeder Färbung frisch angesetzt werden, wobei darauf 

zu achten ist, dass die verwendeten Lösungen Raumtemperatur aufweisen. Zur Herstellung 

der Färbelösung werden zu 30 ml der stock solution 120 ml 0,1 molare Zitronensäure (4,8 g 

Zitronensäure gelöst in 250 ml destilliertem Wasser) und 7,5 ml 0,3 molare Natriumhydro-

genphosphat-Lösung (10,6 g Na2HPO4 × 7 H2O gelöst in 250 ml destilliertem Wasser) 

hinzugegeben. Der pH-Wert der Lösung sollte letztlich 2,5 betragen. 

Die fixierten Objektträger werden in einer Glasküvette, in der sich die Färbelösung befindet, 

5 Minuten gefärbt. Anschließend erfolgt die Spülung in destilliertem Wasser. Zuletzt werden 

die Präparate noch mit jeweils einem Tropfen Glyzerin eingedeckt und mit einem Deckglas 

versehen. 

Auswertung 

Bei 1000facher Vergrößerung werden die gefärbten Präparate in Ölimmersion noch am 

selben Tag unter einem Fluoreszenzmikroskop (OLYMPUS BH2-RFCA) mit einem 490 nm 

Exzitationsfilter ausgewertet. Unter Beachtung einer geringen Belichtungszeit für die 

verschiedenen Areale der Objektträger und der Abdunkelung des Raumes werden pro 

Präparat 100 Spermien ausgezählt und in verschieden farbig fluoreszierende Gruppen 

unterteilt. Die Gruppe mit den grün fluoreszierenden Spermien enthält normale gut konden-

sierte Spermatozoen-DNA, wohingegen die Gruppen mit den gelb, orange und rot leuchten-

den Spermien eine zunehmende DNA-Denaturierung im Spermienkopf anzeigen. Die 

Spermien, die gelb, orange oder rot fluoreszierend erscheinen, werden zusammengefasst 

zur Gruppe der Spermien mit DNA-Denaturierung. 

In Abbildung 3-3 sind mit der Acridine Orange (AO) Färbung behandelte Spermien zu sehen. 
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Abbildung 3-3: AO-gefärbte Spermien [El-Masri, 2004] 

3.3.3 TUNEL-Färbung 

Die TUNEL-Färbung oder der TUNEL-Test (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated 

dUTP nick end labeling) dient der Detektion von durch Apoptose entstandenen DNA-

Fragmenten. Der verwendete Test (In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, ROCHE, 

Deutschland) basiert darauf, dass mit einem Fluoreszenzfarbstoff modifizierte Nukleotide in 

einer enzymatischen Reaktion an durch Apoptose entstandene DNA-Strangbrüche binden. 

Dazu enthält der Test sowohl eine Lösung mit Nukleotiden, die mit einem Fluoreszenzfarb-

stoff zur späteren Auswertung unter einem Fluoreszenzmikroskop markiert sind, als auch 

eine Enzymlösung mit terminaler Desoxynukleotidyltransferase (TdT), welche die Anlage-

rung der markierten freien Nukleotide an die freien 3’-OH-Enden der durch Apoptose 

fragmentierten DNA katalysiert. Durch diese enzymatische TUNEL-Reaktion lassen sich 

selektiv DNA-Strangbrüche fluoreszierend anfärben, die während der Apoptose entstanden 

sind. Dies erlaubt die Abgrenzung der Apoptose von anderen Zerstörungsmechanismen wie 

etwa der Nekrose oder von Zytostatika induzierten DNA-Schädigungen [Gorczyca, 1993a]. 
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Vorbereitung 

Zunächst werden die Ausstrichpräparate in einer Fixationslösung eines pH-Wertes von 7,4 

bestehend aus 4 % Paraformaldehyd in PBS-Lösung (Klinikapotheke, Uniklinik Homburg) für 

1 Stunde bei Raumtemperatur fixiert. 

Während dieser Fixationszeit erfolgen die Herstellung der restlichen für die Färbung benötig-

ten Lösungen und die Bereitstellung von notwendigen Arbeitsmaterialien. Folgende Lösun-

gen werden gebraucht: 

• Permeabilisationslösung: diese besteht aus 0,1 % Triton X-100 (Klinikapotheke, Uniklinik 

Homburg) in 0,1 % Natriumzitratlösung (Klinikapotheke, Uniklinik Homburg) und muss 

frisch hergestellt werden. 

• Waschlösung: zum Spülen der Präparate wird Phosphate Buffered Saline (PBS-Lösung) 

analog zur CMA3-Färbung verwendet. 

• TUNEL reaction mixture: hierbei ist zu beachten, dass alle Arbeitsschritte unter Lichtaus-

schluss erfolgen. Zur Herstellung der TUNEL reaction mixture wird das Gesamtvolumen 

(50µl) eines Fläschchens der im Test enthaltenen Enzyme solution mit 450 µl der eben-

falls im Test enthaltenen Label solution gemischt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 

500 µl ergibt. Die in dem Fläschchen noch verbleibenden 100 µl der Label solution wer-

den später für zwei negative Kontrollen verwendet. Das Eppendorfgefäß, welches die 

TUNEL reaction mixture enthält, wird zum Lichtausschluss mit Alufolie umwickelt, gut 

durchmischt und bis zum Gebrauch im Kühlschrank aufbewahrt.  

Färbung mit TUNEL reaction mixture 

Die fixierten Präparate werden nach 1 Stunde in PBS-Lösung abgespült und anschließend 

mit der Permeabilisationslösung für 2 Minuten im Kühlschrank bei 2 bis 8°C inkubiert. Dieser 

Schritt dient dazu, die auf dem Objektträger fixierten Spermatozoen für die TUNEL reaction 

mixture durchlässig zu machen. Danach werden die Objektträger jeweils zweimal in PBS 

gespült und leicht abgetrocknet, bevor dann die eigentliche TUNEL-Färbung in einem 

abgedunkelten Raum beginnt. 

Dazu werden jeweils 50 µl der TUNEL reaction mixture auf jedem Objektträger verteilt und 

die Objektträger mit einem Deckglas abgedeckt. Das Deckglas sorgt für eine bessere und 
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gleichmäßigere Verteilung der Lösung auf dem Objektträger. Die 500 µl der hergestellten 

Lösung reichen für 10 Objektträger. Für die beiden negativen Kontrollen werden auf vorher 

gekennzeichneten, ebenfalls fixierten und permeabilisierten Ausstrichpräparaten anstelle der 

TUNEL reaction mixture jeweils 50 µl der verbliebenen Label solution verteilt und mit einem 

Deckglas bedeckt. 

Im Anschluss lässt man die Objektträger in einer dunklen, feuchten Kammer für 1 Stunde auf 

einer Wärmeplatte bei 37°C inkubieren. Nach dieser Stunde werden die Deckgläser entfernt 

und jeder Objektträger muss dreimal in PBS gespült werden, bevor er dann mit einem 

Tropfen Glyzerin eingedeckt und wieder mit einem Deckglas versehen wird. Bis zur schnellst 

möglichen Auswertung werden die gefärbten Präparate unter Lichtausschluss im Gefrier-

schrank bei -20 bis -80°C aufbewahrt. 

Auswertung 

Die Auswertung erfolgt unter einem Fluoreszenzmikroskop (OLYMPUS AX70) unter Ver-

wendung des FITC Filters bei 1000facher Vergrößerung in Ölimmersion. Es werden 100 

Spermien pro Präparat ausgezählt, wobei diese in fluoreszierende und nicht fluoreszierende 

Spermien unterteilt werden. Die fluoreszierenden apoptotischen Spermien sind durch ihr 

leuchtend grünes Erscheinungsbild von den normalen, nicht apoptotischen Spermien, die 

blass grün, fast durchsichtig aussehen, zu unterscheiden. 

Ein mit Hilfe des Farb-Fluoreszenz-Bildsystems isis (Version 2.56, MetaSystems) aufge-

nommenes Foto von mit dem TUNEL-Test behandelten Spermien zeigt Abbildung 3-4. 

Darauf sind zwei grün fluoreszierende Spermien neben einigen weniger deutlich erkennba-

ren nicht fluoreszierenden Spermien zu sehen. 
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Abbildung 3-4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von TUNEL-gefärbten Spermien 

3.4 Oxidantien und Antioxidantien im Seminalplasma 

Im Folgenden wird das Vorgehen zur Bestimmung der Oxidantienkonzentration und der 

Konzentrationen verschiedener Antioxidantien sowie des Gesamtantioxidantienstatus im 

Seminalplasma beschrieben.  

3.4.1 Seminalplasmagewinnung und Aufbereitung 

Wie im Abschnitt 3.1 bereits beschrieben, erfolgt die Gewinnung des Seminalplasmas, also 

der reinen Ejakulatflüssigkeit, die weitestgehend frei von Spermatozoen ist und den Untersu-

chungsgegenstand für die nachfolgenden Messungen der Oxidantien- und Antioxidantien-

konzentrationen liefert, im Rahmen der Aufbereitung der Spermaprobe.  

PureSperm® 

Die bei allen Proben dieser Studie angewandte PureSperm®-Aufbereitungsmethode dient der 

effektiven Trennung der normalen und motilen Spermien von beschädigten oder abgestor-

benen Zellen, Zellresten, Bakterien oder dem Seminalplasma und ist somit ein geeignetes 

Verfahren zur Gewinnung der „guten Spermien“ für anschließende assistierte Reproduktions-
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techniken. Das Prinzip der PureSperm®-Aufbereitung basiert auf der Herstellung eines 

Dichtegradienten, durch den sich nach Zentrifugation ein Pellet bestehend aus motilen 

Spermien am Boden des Gradienten absetzt. 

Die verwendete PureSperm® 100-Lösung (NIDACON, Schweden) stellt eine sterile kolloidale 

Silica Lösung in einer isotonischen Salzlösung eines pH-Wertes zwischen 7,4 und 7,8 und 

einer Osmolalität von 300 bis 310 mOsm/kg H2O dar. 

Herstellung des PureSperm®-Dichtegradienten 

Aus der 100-prozentigen PureSperm®-Lösung werden zunächst zwei Lösungen unterschied-

licher Dichte hergestellt. Für 10 ml der 80-prozentigen Lösung benötigt man 8 ml der 

PureSperm® 100-Lösung und 2 ml HAM’S F10-Lösung mit Humanalbumin (20 % Immuno, 

Baxter, Unterschleißheim). Die Zusammensetzung der häufig verwendeten HAM’S F10-

Lösung ist unter 7.2.2 aufgeführt. Die 40-prozentige Lösung besteht aus 4 ml 100-

prozentiger PureSperm®-Lösung und 6 ml HAM’S F10-Lösung mit Humanalbumin. Die 

Menge ist ausreichend für fünf Spermienpräparationen. 

Es werden nun 2 ml der 40-prozentigen PureSperm®-Lösung in ein steriles Röhrchen 

gegeben. Mit Hilfe einer langen Kanüle werden dann 2 ml der 80-prozentigen PureSperm®-

Lösung direkt auf den Boden dieses Röhrchens gefüllt, wobei streng darauf zu achten ist, 

dass sich die beiden Konzentrationen nicht vermischen.  

Aufbereitung mit PureSperm® 

Die PureSperm®-Säule wird nun vorsichtig mit etwa 1,5 ml des Ejakulats überschichtet und 

anschließend bei 2300 Umdrehungen pro Minute (U/min) für 20 Minuten zentrifugiert. Bei 

dieser Zentrifugation bildet sich am Boden des Röhrchens ein Pellet. Der Überstand, der 

dem für weitere Untersuchungen wichtigen Seminalplasma entspricht, wird abpipettiert und 

in mit der jeweiligen Patientennummer beschrifteten Eppendorfgefäßen bis zur weiteren 

Analyse bei -80°C eingefroren. 

Das Pellet wird dann mit HAM’S F10-Lösung und Humanalbumin resuspendiert und erneut 

bei 2300 U/min für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird wieder abgehoben, diesmal 

jedoch verworfen. Anschließend folgen die weitere Resuspension des Pellet mit HAM’S F10-
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Lösung und Humanalbumin und die Inkubation dieser Lösung bei 37°C, wobei die motilen 

Spermien circa eine Stunde lang Zeit haben, um nach oben zu schwimmen.  

Im Anschluss an die Aufbereitung werden die Spermien erneut bezüglich Dichte und Motilität 

beurteilt. Auch der HOS-Test wird wiederholt und mit dem nach der IVF- bzw. ICSI-

Behandlung noch übrig gebliebenen Rest der aufbereiteten Probe werden nochmals 

Ausstrichpräparate erstellt. 

3.4.2 ROS-Messung 

Der folgende Abschnitt beschreibt die Bestimmung des oxidativen Status bzw. der Konzent-

ration der “Reactive Oxygen Species“ (ROS), durch die Zellen und Gewebe oxidativem 

Stress ausgesetzt werden, im Seminalplasma. Bei ungenügender Desaktivierung dieser 

reaktiven Sauerstoffspezies, zu denen die freien Radikale zählen, z.B. durch Antioxidantien 

entstehen organische Peroxide und Hydroperoxide, die ihrerseits mit Zellbestandteilen 

reagieren und diese schädigen können. 

Die indirekte Messung der ROS-Konzentration erfolgt im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe 

eines kolorimetrischen Tests zur quantitativen Bestimmung von Peroxiden, d.h. also von 

oxidativen Reaktionsprodukten in EDTA Plasma, Serum und anderen biologischen Flüssig-

keiten wie etwa dem Seminalplasma (OxyStat, Kat.Nr. BI-5007, BIOMEDICA, Österreich). 

Da laut Herstellerangaben des BIOMEDICA OxyStat Testkits die Ergebnisse der Messung in 

direktem Zusammenhang mit freien Radikalen und zirkulierenden biologischen Peroxiden 

stehen, kann der oxidative Status einer biologischen Probe mit diesem Test ermittelt werden.  

Das Testprinzip basiert auf einer enzymatischen Reaktion von zugegebener Peroxidase-

Enzymlösung mit in der zu messenden Probe frei zirkulierenden biologischen Peroxiden bei 

gleichzeitiger Farbreaktion mit TMB (3,3,5,5-Tetramethylbenzidin) als Substrat. Nach Zugabe 

einer Stopplösung wird die gefärbte Lösung in einem Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm 

gemessen. Die anschließende Berechnung der Peroxidkonzentration in der jeweiligen Probe 

erfolgt mit Hilfe eines Kalibrators (Ein-Punkt-Kalibrierung).  
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Vorbereitung 

Folgende Lösungen und Reagenzien sind in dem Test enthalten: 

• Lösung A: Probenpuffer, gebrauchsfertig, 

• Lösung B: Reaktionspuffer, gebrauchsfertig, 

• Lösung C: Enzymlösung, gebrauchsfertig, 

• Lösung D: Reaktionslösung, gebrauchsfertig, 

• 2 Kontrollen, lyophilisiert, 

• 3 Kalibratoren, lyophilisiert, 

• Stopplösung H2SO4, gebrauchsfertig. 

Zudem finden sich als Inhalt des Testkits noch Mikrotiterstreifen im Streifenhalter für 12 × 8 

Tests, eine detaillierte Arbeitsanleitung sowie ein Protokollblatt.  

Zunächst werden jeweils 250 µl der Lösung D (Reaktionslösung) in ein Kalibrator-Röhrchen 

und in ein Röhrchen mit Kontrolllösung pipettiert. Diese lässt man nun bei Raumtemperatur 

(18 - 26°C) für 45 Minuten lösen.  

Die Herstellung der ABC-Reaktionsmischung, die erst unmittelbar vor der Verwendung 

erfolgt, muss mengenmäßig an die Anzahl der Bestimmungen adaptiert werden. Aufgrund 

von Doppelbestimmungen des Kalibrators, der Kontrolle sowie der 46 Patientenproben muss 

die Menge an ABC-Reaktionsmischung für 96 Bestimmungen ausreichen. Zur Herstellung 

einer Mischung, die für 100 Bestimmungen ausreicht, müssen 12,5 ml der Lösung A 

(Probenpuffer) mit 250 µl der Lösung B (Reaktionspuffer) und 12,5 µl der Lösung C (Enzym-

lösung) gemischt werden. Die ABC-Reaktionsmischung ist vor direktem Sonnenlicht zu 

schützen, weshalb sie in ein mit Alufolie umwickeltes Gefäß gegeben wird. 

Die aufgetauten Seminalplasmaproben werden vor der Verwendung gut gemischt, trübe 

Proben sind zunächst etwa 5 Minuten bei 5000 × g zu zentrifugieren. Bei der Testdurchfüh-

rung ist darauf zu achten, dass nur Reagenzien und Proben verwendet werden, die Raum-

temperatur aufweisen. Vor Testbeginn werden noch die Positionen des Kalibrators, der 

Kontrolle und der von 1 bis 46 nummerierten Seminalplasmaproben auf der Mikrotiterplatte 

festgelegt und sorgfältig in das beiliegende Protokollblatt eingetragen. 



3 Material und Methodik 41 

Testdurchführung 

Zunächst werden jeweils 2 mal 10 µl des gelösten Kalibrators, der Kontrolle und der jeweili-

gen Proben in die Mikrotiterstreifen pipettiert, so dass aufgrund der Doppelbestimmungen 

letztlich alle 96 Vertiefungen der Mikrotiterplatte ausgefüllt sind. 

Nachdem in alle Vertiefungen (Wells) jeweils 100 µl der Lösung A (Probenpuffer) pipettiert 

wurden, erfolgt die erste Messung mit einem Mikrotiterplattenphotometer (Multiskan® PLUS, 

TITERTEK) bei 450 nm. Die gemessene Adsorption, welche in der Testanleitung mit OD1 

bezeichnet wird, kann für jede Vertiefung der Mikrotiterplatte von einem Ausdruck (Mul-

tiskan® PLUS, Version 1.43) eines mit dem Photometer verbundenen Druckers abgelesen 

werden. 

Nun werden jeweils 100 µl der frisch hergestellten ABC-Reaktionslösung in alle Wells 

pipettiert. Die Mikrotiterstreifen werden mit Abdeckfolie bedeckt und für 15 Minuten bei 37°C 

inkubiert. 

Nach Zugabe von jeweils 50 µl der Stopplösung erfolgt schließlich die zweite Messung im 

Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm. Der mit dem Photometer verbundene Drucker liefert 

erneut einen Ausdruck diesmal der mit OD2 bezeichneten, zuvor gemessenen Adsorption. 

Auswertung 

Die Differenz der Werte für die Adsorption aus den beiden Messungen ist proportional zur 

Peroxidkonzentration der Probe. 

Zur Berechnung der gesuchten ROS-Konzentrationen müssen zunächst von der Kontrolle, 

dem Kalibrator sowie von allen Proben die Differenzen der Messwerte aus beiden Messun-

gen im Sinne einer Änderung der Werte über der Zeit (∆OD) bestimmt werden. 

12ibrator)trolle/Kal(Probe/Kon OD  -OD  OD =∆  

Aufgrund der Doppelbestimmungen erhält man sowohl von den Proben als auch von der 

Kontrolle und dem Kalibrator jeweils zwei ∆OD-Werte, von denen der gebildete Mittelwert zur 

weiteren Berechnung verwendet wird. 
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Unter Verwendung des Kalibrators wird eine Ein-Punkt-Kalibrierung durchgeführt. Der 

erhaltene ∆OD-Wert ist proportional zur Konzentration des Kalibrators, welche am Etikett in 

H2O2-Äquivalenten in µmol/l angegeben ist und hier 340 µmol/l beträgt. 

Die ROS-Konzentration einer Probe sowie die der Kontrolllösung wird nach folgender Formel 

berechnet: 

Kalibrator

KalibratorrolleProbe/Kont

OD

µmol/l) (340 ionKonzentrat  OD
[µmol/l] ionKonzentrat-ROS

∆

×∆
= . 

Für die im Rahmen der vorliegenden Arbeit benutzte Kontrolllösung ergibt sich nach 

Einsetzen eines Mittelwertes für ∆ODKontrolle von 0,365 und einem ∆ODKalibrator von 0,722 in die 

obige Formel eine berechnete Konzentration von 171,65 µmol/l, die klar im Referenzbereich 

(139 bis 259 µmol/l) liegt und damit als Kriterium für eine korrekte Testdurchführung anzuse-

hen ist. 

Die gemessenen Seminalplasmaproben liegen allesamt oberhalb der Detektionsgrenze des 

Tests, die mit 7 µmol/l angegeben ist. Konzentrationen von < 400 µmol/l im EDTA Plasma 

und < 350 µmol/l im Blutserum gelten als Normalwerte. 

3.4.3 TAS-Messung 

Nach der Betrachtung des oxidativen Status im Seminalplasma ist es nun von entscheiden-

der Bedeutung auch die gegenregulatorische antioxidative Situation zu untersuchen.  

Zu diesem Zweck erfolgt zunächst die Erfassung des Gesamtantioxidantienstatus, der auch 

als Totaler Antioxidantienstatus (TAS) bezeichnet wird und die Summe der Einzelaktivitäten 

aller im biologischen Milieu des Seminalplasmas vorliegenden Antioxidantien abbildet. Im 

Folgenden werden dann speziell die enzymatischen Antioxidantien näher betrachtet. Als 

wichtige Vertreter dieser Gruppe werden die Enzyme Glutathionperoxidase, Glutathionreduk-

tase und Superoxiddismutase gezielt untersucht und deren Konzentrationen bzw. Enzymak-

tivitäten im Seminalplasma bestimmt. 

Die Messung des Totalen Antioxidantienstatus im Seminalplasma erfolgt mit Hilfe einer 

photometrischen Testmethode (Total Antioxidant Status, Kat.Nr. NX 2332, RANDOX, 

Großbritannien) für die quantitative in vitro-Bestimmung von TAS in Serum, Plasma, Bier und 

Fruchtsaft. Diese Methode wurde erstmals 1993 von Miller et al. beschrieben und für die 

Beurteilung der antioxidativen Kapazität im Blutplasma entwickelt [Miller, 1993]. 
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Das Testprinzip beruht darauf, dass ABTS® (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazolinsulphonat]) 

mit einer Peroxidase (Metmyoglobin) und H2O2 unter Entstehung des radikalen Kations 

ABTS®●+ inkubiert wird. Dieses Kation besitzt eine relativ stabile blau-grüne Farbe, die bei 

600 nm photometrisch gemessen werden kann. Das Vorhandensein von Antioxidantien in 

einer zugesetzten Probe führt über deren Funktion als Radikalfänger zu einer Unterdrückung 

dieser Farbproduktion, welche proportional zur Konzentration der Antioxidantien ist. D.h. 

also, je stärker die Farbentwicklung unterdrückt wird, desto höher ist die Konzentration der in 

der gemessenen Probe vorhandenen Antioxidantien. Die folgenden Reaktionsgleichungen 

dienen der Veranschaulichung dieses Testprinzips: 

 OH  Fe-HX 22
III

→+ OH  0][Fe-X 2
IV

+=  

→=+
 0][Fe-X  ABTS IV  Fe-HX ABTS III

+
+•

  

(HX-FeIII = Metmyoglobin, X-[FeIV=0] = Ferrylmyoglobin). 

Vorbereitung 

Vor der eigentlichen Testdurchführung stellt eine präzise Vorarbeit, die z.B. die korrekte 

Vorbereitung der verwendeten Reagenzien einschließt, die entscheidende Grundlage für das 

spätere Gelingen des Tests dar. 

Die folgenden im Test enthaltenen Reagenzien werden benötigt: 

• Puffer: Phosphate Buffered Saline (80 mmol/l, pH 7,4), gebrauchsfertig 

• Chromogen: Metmyoglobin (6,1 µmol/l), ABTS® (610 µmol/l); der Inhalt eines Gefäßes 

wird in 10 ml Puffer gelöst und ist dann bei Raumtemperatur etwa 8 Stunden, im Kühl-

schrank 2 Tage haltbar. 

• Substrat: Hydrogenperoxid (in stabilisierter Form, 250 µmol/l); 1 ml Substrat wird mit 1,5 

ml Puffer verdünnt und ist bei Lagerung zwischen 2 und 8°C etwa 24 Stunden haltbar. 

• Standard: 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchrom-2-carboxylsäure (Lot Nr. 210 NX 1,87 

mmol/l); der Inhalt eines Gefäßes wird in exakt 1 ml zweifach deionisiertem Wasser (Ultra 

Pure Water, BIOCHROM, Berlin) gelöst und erreicht im Kühlschrank eine Haltbarkeit von 

2 Tagen, bei -20°C von 1 Monat. 

Weiterhin benötigt man eine nicht im Test enthaltene Kontrolllösung (Total Antioxidant 

Control, Kat.Nr. NX 2331, RANDOX, Großbritannien). Diese Kontrolle muss sehr sorgfältig 
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unter Vermeidung jeglichen Verlusts an Material in exakt 5 ml destilliertem Wasser einer 

Temperatur zwischen 20 und 25°C 30 Minuten gelöst werden. Die Haltbarkeit der gelösten 

Kontrolle beträgt 2 Tage bei 2 bis 8°C oder 12 Stunden bei Raumtemperatur. 

Zur Vermeidung von Störfaktoren und damit zur Minimierung von Ungenauigkeiten im 

Testergebnis ist es allgemein sehr wichtig, sowohl bei der Mischung der Reagenzien als 

auch bei der späteren Testdurchführung sehr präzise zu arbeiten und sich genau an die 

Testanweisungen zu halten. So sollte beispielsweise die Herstellung der gebrauchsfertigen 

Lösungen aufgrund ihrer begrenzten Haltbarkeit erst kurz vor der Verwendung erfolgen. 

Bevor der eigentliche Test beginnen kann, müssen noch die bei -80°C aufbewahrten 

Seminalplasmaproben aufgetaut und zentrifugiert werden. 

Testdurchführung 

Wie bereits erwähnt, folgt die Testdurchführung strengen Vorgaben der Testanleitung. Der 

Hersteller, die Firma RANDOX weist ausdrücklich darauf hin, dass es wichtig ist, die 

Reaktionszeiten so genau wie möglich einzuhalten und betont, dass Änderungen von 

Volumen oder Temperatur das Ergebnis des Tests wesentlich beeinflussen können. 

Folgende in Tabelle 3-4 dargestellte Versuchsbedingungen am Photometer (UV/Visible 

Spectrophotometer Ultrospec 1000, PHARMACIA BIOTECH) sind zu beachten: 

Tabelle 3-4: Versuchsbedingungen am Photometer zur TAS-Messung 

Zu beachtender Parameter am 
Photometer 

Bedingung 

Wellenlänge 600 nm 

Küvette 1 cm Lichtweg 

Temperatur 37°C 

Messung gegen Luft 

 

Nach Einstellung der Wellenlänge und Bestimmung des Leerwertes, welcher einer Messung 

bei 600 nm mit einer aufgrund der Messung gegen Luft leeren Küvette entspricht, ist das 

Photometer einsatzbereit. Die Temperaturbedingung von 37°C wird erfüllt, indem die 

verwendeten Halbmikroküvetten (Acryl-Cuvettes, 10×4×45 mm, Nr./REF 67.740, SAR-

STEDT, Deutschland) in einem Heizblock (Blockthermostat, LABOTECT) bei 37°C vorge-
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wärmt werden und dadurch, dass sämtliche Reagenzien und die zu messenden Proben 

ebenfalls entweder in diesem Heizblock oder was vor allem auf die Reagenzien zutrifft in 

einem Wasserbad bei 37°C unmittelbar vor der Messung erwärmt werden. Dadurch herr-

schen während der nur Sekunden andauernden Messung im Photometer annähernd 37°C in 

der zu messenden Küvette. 

Tabelle 3-5 enthält das für die Testdurchführung notwendige Pipettierschema sowie die 

Testanleitung. 

Tabelle 3-5: Pipettierschema und Testanleitung zur TAS-Messung 

 Reagent Blank Standard Probe/Kontrolle 

DDH2O 20 µl --- --- 

Standard --- 20 µl --- 

Probe/Kontrolle --- --- 20 µl 

Chromogen 1 ml 1 ml 1 ml 

Gut mischen, 1 Minute im Heizblock inkubieren und Ablesen der initialen Adsorption (A1). 

Im Anschluss Hinzufügen des Substrates. 

Substrat 200 µl 200 µl 200 µl 

Mischen und gleichzeitig die Stoppuhr starten. 

Nach exakt 3 Minuten Ablesen der Adsorption (A2). 

 

Um die vorgegebenen Reaktionszeiten genau einzuhalten, wird nach folgendem in Tabelle 

3-6 dargestelltem Zeitplan verfahren. 
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Tabelle 3-6: Zeitplan zur TAS-Messung 

Zeit [min] Pipettierbeginn Messung Substratzugabe 

0 Start Blank --- --- 

1 Start Standard A1 Blank  --- 

2 Start Kontrolle A1 Standard Blank + Substrat 

3 Start Probe 1 A1 Kontrolle Standard + Substrat 

4 --- A1 Probe 1 Kontrolle + Substrat 

5 --- A2 Blank Probe 1 + Substrat 

6 --- A2 Standard --- 

7 --- A2 Kontrolle --- 

8 --- A2 Probe 1 --- 

 

Der hier dargestellte Zeitplan beschreibt den ersten Messblock von 8 Minuten Dauer, 

während dessen zwei Adsorptionen A1 und A2 von dem so bezeichneten Reagent Blank, 

dem Standard, einer Kontrolle sowie der ersten Probe bestimmt werden. Wie in der Testan-

leitung gefordert, erfolgt die Messung von A2 exakt 3 Minuten nach Zugabe des Substrates. 

Die restlichen Proben werden analog zu diesem Zeitschema gemessen, wobei der zweite 

Messblock mit Probe 2 startet, wieder 8 Minuten dauert und bis zur A2-Bestimmung von 

Probe 5 reicht. Im Anschluss an den letzten Block erfolgt nach der Messung der hier 

untersuchten 46 Patientenproben eine weitere Kontrollmessung der vorher bereits bestimm-

ten Kontrolllösung. Auf Doppelbestimmungen der Proben wird in diesem Test verzichtet. 

Auswertung 

Zur Auswertung der Messergebnisse werden zunächst unter Erhalt der jeweiligen Adsorpti-

onsänderung die Differenzen der zugehörigen Adsorptionen A1 und A2 berechnet. 

12k)ndard/Blantrolle/Sta(Probe/Kon  A-  A= A ∆  

Die Berechnung des Totalen Antioxidantienstatus erfolgt in zwei Schritten unter Verwendung 

der folgenden Formeln: 
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StandardBlank

Standard

A - A

mmol/l) (1,87 ionKonzentrat
Faktor

∆∆
=  

)A - A(  Faktor [mmol/l] ionKonzentrat-TAS rolleProbe/KontBlank ∆∆×= . 

Für die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Kontrolllösung ergibt sich nach Einsetzen der in 

Tabelle 3-7 gezeigten Werte für ∆ABlank und ∆AStandard in obige Formel ein Faktor von 9,84, mit 

dessen Hilfe eine in Tabelle 3-8 dargestellte TAS-Konzentration von 1,390 berechnet werden 

kann. Diese Konzentration liegt im unteren Referenzbereich (1,36 bis 2,04 mmol/l) und zeigt 

eine korrekte Testdurchführung an. 

Tabelle 3-7: Messwerte für ∆ABlank und ∆AStandard 

 A1 A2 ∆A 

Blank -0,024 0,216 0,24 

Standard -0,018 0,032 0,05 

 

Tabelle 3-8: TAS-Ergebnis für die Kontrolle 

 A1 A2 ∆A TAS [mmol/l] 

Kontrolle -0,002 0,097 0,099 1,390 

 

Als Referenzbereich der TAS-Konzentration im Blutplasma werden Werte zwischen 1,30 und 

1,77 mmol/l angegeben. 

3.4.4 Glutathionperoxidase-Messung 

Die enzymatische Aktivität der antioxidativ wirksamen Glutathionperoxidase kann mittels 

einer photometrischen Testmethode basierend auf der Beschreibung von Paglia und 

Valentine [Paglia, 1967] bestimmt werden. Der für die zu untersuchenden Seminalplas-

maproben verwendete Test (RANSEL Glutathione Peroxidase, Kat.Nr. RS 504, zusätzlich 

Drabkin’s Reagent, Kat.Nr. MS 181, RANDOX, Großbritannien) dient der quantitativen in 

vitro-Bestimmung der Glutathionperoxidase im Blut. 

Die Testmethode basiert auf folgendem Prinzip: Glutathionperoxidase katalysiert die 

Oxidation von Glutathion durch Cumolhydroperoxid. In Anwesenheit von Glutathionreduktase 
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und NADPH wird das oxidierte Glutathion sofort wieder in die reduzierte Form überführt. 

Gleichzeitig kommt es zur Oxidation von NADPH zu NADP+, was als Abfall der Adsorption 

bei 340 nm photometrisch gemessen werden kann. [Paglia, 1967] 

Die folgenden Reaktionsgleichungen verdeutlichen das Reaktionsprinzip: 

GSH2NADPHNADPHGSSG

OHGSSGROHROOHGSH2

GR

2
GPX

+ →++

++ →+

++

 

(GSH = Glutathion, GSSG = oxidiertes Glutathion, GPX = Glutathionperoxidase, GR = 

Glutathionreduktase). 

Untersuchungen an heparinisiertem Blut haben gezeigt, dass die Anwesenheit von Peroxi-

dasen im menschlichen Blut zu falsch erhöhten Testergebnissen führen kann, wobei diese 

positive Interferenz durch die Zugabe von Zyaniden gehemmt wird [Prohaska, 1977, Kraus, 

1980]. Aus diesem Grund wird eine Verdünnung der zu untersuchenden Proben mit der 

Zyanide enthaltenden Lösung Drabkin’s Reagenz empfohlen. 

Bei der Anwendung von Drabkin’s Reagenz ist es allerdings notwendig, die Proben vorher 

mit dem im Test enthaltenen Verdünnungsmittel zu behandeln, da dieses die Überführung 

des Glutathions in die reduzierte Form bewirkt. Das ist deshalb von großer Bedeutung, da 

die oxidierte Form durch die Zyanide sehr schnell inaktiviert wird. [Prohaska, 1977, Kraus, 

1980] 

Vorbereitung 

Auch die Durchführung dieses Tests erfordert zunächst eine sorgfältige Vorbereitung, die 

sowohl das Mischen der verwendeten Substanzen als auch die Bereitlegung aller benötigten 

Arbeitsmaterialien sowie das Auftauen und die anschließende Zentrifugation der Semi-

nalplasmaproben beinhaltet. 

Folgende Reagenzien werden benötigt: 

• Puffer: Phosphatpuffer (0,05 mol/l, pH 7,2), EDTA (4,3 mmol/l), gebrauchsfertig 

• Reagenz: Glutathion (4 mmol/l), Glutathionreduktase (≥ 0,5 U/l), NADPH (0,34 mmol/l); 

der Inhalt eines Gefäßes wird mit 6,5 ml Puffer aufgefüllt und ist dann bei Temperaturen 

zwischen 2 und 8°C 48 Stunden, bei Raumtemperatur etwa 8 Stunden haltbar. 
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• Cumolhydroperoxid (0,18 mmol/l): 10 µl werden mit einer Glaskapillare aus dem 1 ml-

Gefäß entnommen und mit 10 ml destilliertem Wasser verdünnt. Wegen der schlechten 

Lösbarkeit des Cumolhydroperoxids muss das Gemisch unter Umständen heftig geschüt-

telt werden. Diese Mischung ist vor jedem Gebrauch frisch herzustellen, wobei eine exak-

te Einhaltung der abzumessenden Volumina beachtet werden muss. 

• Verdünnungsmittel: der Inhalt eines Gefäßes wird in 200 ml destilliertem Wasser gelöst 

und ist im Kühlschrank 4 Wochen, bei Raumtemperatur 3 Tage haltbar. 

• Drabkin’s Reagenz: Kaliumphosphat (104 mmol/l), Kalium-Eisenzyanid (60,8 mmol/l), 

Zyankali (78,8 mmol/l); der Inhalt eines Gefäßes wird in 480 ml destilliertem Wasser ge-

löst, sollte im Dunkeln gelagert werden und ist dann bei Raumtemperatur etwa 6 Monate 

haltbar. 

Des Weiteren muss noch eine nicht im Test enthaltene Kontrolllösung (RANSEL Control, 

Kat.Nr. SC 692, RANDOX, Großbritannien) vorbereitet werden. Dazu wird der Inhalt eines 

Kontroll-Fläschchens in 1 ml destilliertem Wasser gelöst und ist dann im Kühlschrank 3 Tage 

haltbar. Die Kontrolle wird anschließend behandelt wie eine Probe und muss zunächst 

verdünnt werden. Die Verdünnung erfolgt analog zu den Proben mit einem Verdünnungsfak-

tor von 41, wozu 50 µl der gelösten Kontrolle mit 2 ml Verdünnungsmittel gemischt werden.  

Die aufgetauten und zentrifugierten Seminalplasmaproben werden behandelt als seien sie 

menschliche Blutproben und mit Drabkin’s Reagenz verdünnt. Wie bereits erwähnt, muss die 

Verdünnung der Proben zunächst mit dem im Test enthaltenen Verdünnungsmittel im 

Verhältnis 25 µl Probe zu 500 µl Verdünnungsmittel und anschließend nach einer Inkubati-

onszeit von 5 Minuten unter Hinzufügen von 500 µl Drabkin’s Reagenz erfolgen, so dass das 

Ergebnis später mit einem Verdünnungsfaktor von 41 zu multiplizieren ist. 

Die Verdünnung der Proben mit Drabkin’s Reagenz erfolgt jeweils unmittelbar vor der 

Messung im Photometer, da die Proben nach Empfehlung des Testherstellers RANDOX 

innerhalb von 20 Minuten nach Zugabe von Drabkin’s Reagenz ausgewertet sein sollen. 

Testdurchführung 

Als erstes sind die folgenden in Tabelle 3-9 aufgezeigten Versuchsbedingungen am Photo-

meter (UV/Visible Spectrophotometer Ultrospec 1000, PHARMACIA BIOTECH) zu erfüllen. 
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Tabelle 3-9: Versuchsbedingungen am Photometer zur Messung der Glutathionperoxidase 

Zu beachtender Parameter am 
Photometer 

Bedingung 

Wellenlänge 340 nm 

Küvette 1 cm Lichtweg 

Temperatur 37°C 

Messung gegen Luft 

 

Nach der unter 3.4.3 bereits beschriebenen Bestimmung eines Leerwertes am Photometer 

bei 340 nm und der Gewährleistung der Temperaturbedingung von 37°C, die wiederum 

mittels Vorwärmen der verwendeten Halbmikroküvetten (Acryl-Cuvettes, 10×4×45 mm, 

Nr./REF 67.740, SARSTEDT, Deutschland) in einem Heizblock (Blockthermostat, LABO-

TECT) und Erwärmen der Reagenzien und Proben im Wasserbad geschieht, folgt die 

eigentliche Testdurchführung dem in Tabelle 3-10 dargestellten Pipettierschema bzw. der 

Testanleitung. 

Tabelle 3-10: Pipettierschema und Testanleitung zur Messung der Glutathionperoxidase 

 
Verdünnte Probe/ 

Kontrolle 
Reagent Blank 

Verdünnte Probe/Kontrolle 20 µl --- 

Destilliertes Wasser --- 20 µl 

Reagenz 1 ml 1 ml 

Cumol 40 µl 40 µl 

Mischen, Ablesen der initialen Adsorption (A1) von Probe/Kontrolle und Reagent Blank nach 1 
Minute und gleichzeitig Starten der Stoppuhr. 

Erneutes Ablesen der Adsorptionen nach 1 (A2) und nach 2 (A3) Minuten. 

 

Zur genauen Einhaltung der vorgeschriebenen Messzeiten wird nach einem vorher festge-

legten Zeitplan, den Tabelle 3-11 zeigt, verfahren. 
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Tabelle 3-11: Zeitplan zur Messung der Glutathionperoxidase 

Zeit 
[min] 

Pipettierbeginn Messung 
Zeit 

[min] 
Pipettierbeginn Messung 

0 Start Blank --- 3,5 Start Probe 2 A3 Kontrolle 

0,5 Start Kontrolle --- 4 --- A1 Probe 1 

1 --- A1 Blank 4,5 --- A1 Probe 2 

1,5 --- A1 Kontrolle 5 --- A2 Probe 1 

2 --- A2 Blank 5,5 --- A2 Probe2 

2,5 --- A2 Kontrolle 6 --- A3 Probe1 

3 Start Probe 1 A3 Blank 6,5 --- A3 Probe2 

 

Der hier dargestellte erste Messblock ermöglicht die zeitgenaue Messung der benötigten drei 

Adsorptionen des Reagent Blanks, einer Kontrolle sowie der ersten beiden vorher mit Zahlen 

von 1 bis 46 beschrifteten Seminalplasmaproben. Der nächste Messblock läuft dann analog 

dazu ab: er beginnt mit der verdünnten Probe 3 und endet nach 6,5 Minuten mit der A3-

Messung von Probe 6. Im Anschluss an die letzte Patientenprobenbestimmung der Probe 46 

erfolgt erneut eine Kontrollmessung. Auf Doppelbestimmungen der Proben wird auch in 

diesem Test verzichtet. 

Auswertung 

Der erste Schritt der Auswertung besteht in der Berechnung eines ∆A/min sowohl für die 

gemessenen Adsorptionen des Reagent Blanks als auch für die Adsorptionen der Proben 

und der Kontrolle. Dazu können folgende Rechenschritte durchgeführt werden: 

a) ∆A1 = A1 – A2 

b) ∆A2 = A2 – A3 

c) 
2

AA
min/A 21

)Blank/Kontrolle/obe(Pr

∆+∆
=∆ . 

Im zweiten Schritt wird dann die Glutathionperoxidasekonzentration (GPX) mit unten 

stehender Formel berechnet, von der in einem weiteren Schritt der für den Reagent Blank 

errechnete Wert zu subtrahieren ist. 

d) GPX-Konzentration(Probe/Kontrolle/Blank) [U/l] = 8412 × ∆A/min 
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e) GPX-Konzentration(ohne Blank) [U/l] = GPXProbe/Kontrolle – GPXBlank 

Diese in e) erhaltene Enzymaktivität der Glutathionperoxidase muss zuletzt noch für die 

verdünnten Proben mit dem Verdünnungsfaktor 41 multipliziert werden. 

Die für die Kontrolllösung berechnete und in Tabelle 3-12 dargestellte GPX-Konzentration 

von 588,840 U/l liegt im angegebenen Referenzbereich zwischen 522 und 706 U/l. Auch der 

sich nach Subtraktion des Blanks ergebende Wert von 386,952 U/l liegt im angegebenen 

Referenzbereich zwischen 294 und 398 U/l. 

Tabelle 3-12: GPX-Ergebnisse für den Reagent Blank und die Kontrolle 

 A1 A2 A3 ∆A/min GPX [U/l] 

Blank 1,176 1,156 1,128 0,024 201,888 

Kontrolle 1,216 1,135 1,076 0,070 588,840 

 

Ein sich in zwei Fällen ergebendes negatives Endergebnis bei der Auswertung der Semi-

nalplasmaproben wird als unterhalb der Nachweisgrenze des Tests befindlich interpretiert, 

wobei von Seiten des Herstellers keine Angaben über eine Nachweisgrenze gemacht 

werden. Werte von 27,5 bis 73,6 U/g Hb bzw. 4171 bis 10881 U/l dienen als Referenzbereich 

der Glutathionperoxidase in Blutproben. 

3.4.5 Glutathionreduktase-Messung 

Die Messung der Glutathionreduktase im Seminalplasma erfolgt ähnlich wie die Glutathion-

peroxidase-Messung mit Hilfe eines photometrischen Tests (Glutathione Reductase, Kat.Nr. 

GR 2368, RANDOX, Großbritannien) zur quantitativen in vitro-Bestimmung der Glutathionre-

duktase in Serum, Plasma und Erythrozyten, der wie die bisher beschriebenen Testmetho-

den zur manuellen Anwendung geeignet ist. 

Das von Goldberg und Spooner [Goldberg, 1983] beschriebene und unten anhand einer 

Reaktionsgleichung dargestellte Testprinzip basiert darauf, dass die durch die Glutathionre-

duktase katalysierte Reduktion von Glutathion in Anwesenheit von NADPH abläuft, welches 

dabei zu NADP+ oxidiert wird. Die daraus resultierende Adsorptionsabnahme kann dann bei 

340 nm gemessen werden. 
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GSH2NADPGSSGHNADPH GR
+ →++

++  

(GSSG = Glutathion, GR = Glutathionreduktase, GSH = reduziertes Glutathion) 

Vorbereitung 

Bevor die eigentliche Testdurchführung beginnen kann, müssen neben dem Auftauen und 

Zentrifugieren der gefrorenen Seminalplasmaproben und dem Bereitlegen der notwendigen 

Arbeitsmaterialien die folgenden zu verwendenden Reagenzien gemischt bzw. zum 

Gebrauch vorbereitet werden. 

• Puffer: Kupferphosphat (250 mmol/l, pH 7,3), EDTA (0,5 mmol/l), gebrauchsfertig 

• Substrat: Glutathion (GSSG 2,2 mmol/l); der Inhalt einer Flasche wird mit 5 ml Puffer 

aufbereitet und ist dann bei 2 bis 8°C 2 Tage haltbar. 

• NADPH (0,17 mmol/l): der Inhalt einer Flasche ist in 3 ml destilliertem Wasser zu lösen. 

Unter Aufbewahrung bei 2 bis 8°C ist mit einer Haltbarkeit von 2 Tagen zu rechnen. 

Der Inhalt einer Flasche der verwendeten Kontrolllösung (Glutathione Reductase Control 

Serum, Kat.Nr. GR 2608, RANDOX, Großbritannien) muss sehr vorsichtig unter Vermeidung 

jeglichen Verlusts an Material mit exakt 5 ml destilliertem Wasser einer Temperatur von 20 

bis 25°C aufbereitet werden und vor dem Gebrauch nach erneutem Verschluss der Flasche 

für 30 Minuten gelöst werden. Die Haltbarkeit dieser Lösung beträgt bei 2 bis 8°C 1 Tag, bei 

15 bis 25°C 8 Stunden. 

Testdurchführung 

Die Testdurchführung richtet sich streng nach den Vorgaben der Testanleitung und beginnt 

mit der korrekten Einstellung des Photometers (UV/Visible Spectrophotometer Ultrospec 

1000, PHARMACIA BIOTECH) nach den in Tabelle 3-13 aufgeführten Kriterien. 
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Tabelle 3-13: Versuchsbedingungen am Photometer zur Messung der Glutathionreduktase 

Zu beachtender Parameter am 
Photometer 

Bedingung 

Wellenlänge 340 nm 

Küvette 1 cm Lichtweg 

Temperatur 37°C 

Messung gegen Luft 

 

Nach der Bestimmung eines Leerwertes bei 340 nm und vorheriger Erwärmung der auch 

hier verwendeten Halbmikroküvetten (Acryl-Cuvettes, 10×4×45 mm, Nr./REF 67.740, 

SARSTEDT, Deutschland) im Heizblock (Blockthermostat, LABOTECT) bzw. der Reagen-

zien und Proben im Wasserbad bei 37°C kann nach der in Tabelle 3-14 dargestellten 

Testanleitung verfahren werden. 

Tabelle 3-14: Testanleitung zur Messung der Glutathionreduktase 

In die Küvetten zu pipettiernde 
Substanz 

Volumen 

Probe/Kontrolle 20 µl 

Substrat 500 µl 

Gut mischen. 

NADPH 100 µl 

Mischen und gleichzeitig Stoppuhr starten. 

Anfangsadsorption (A1) nach 1 Minute ablesen. Wiederholte Ablesungen nach 
2 (A2), 3 (A3), 4 (A4) und 5 (A5) Minuten. 

 

Tabelle 3-15 zeigt den ersten Messblock des zur genauen Einhaltung der Messzeiten vorher 

erstellten und verwendeten Zeitplans, der aufgrund der fünfmaligen Adsorptionsbestimmung 

einer Probe für die Messung von 4 Proben 10,5 Minuten in Anspruch nimmt. 
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Tabelle 3-15: Zeitplan zur Messung der Glutathionreduktase 

Zeit 
[min] 

Pipettierbeginn Messung 
Zeit 

[min] 
Pipettierbeginn Messung 

0 Start Kontrolle --- 5,5 Start Probe 3 A5 Probe 1 

0,5 Start Probe 1 --- 6 --- A1 Probe 2 

1 --- A1 Kontrolle 6,5 --- A1 Probe 3 

1,5 --- A1 Probe 1 7 --- A2 Probe 2 

2 --- A2 Kontrolle 7,5 --- A2 Probe 3 

2,5 --- A2 Probe 1 8 --- A3 Probe 2 

3 --- A3 Kontrolle 8,5 --- A3 Probe 3 

3,5 --- A3 Probe 1 9 --- A4 Probe 2 

4 --- A4 Kontrolle 9,5 --- A4 Probe 3 

4,5 --- A4 Probe 1 10 --- A5 Probe 2 

5 Start Probe 2 A5 Kontrolle 10,5 --- A5 Probe 3 

 

Die Bestimmung der restlichen Proben erfolgt analog zu diesem Zeitplan, wobei der nächste 

Messblock mit Probe 4 beginnt und mit Probe 7 nach 10,5 Minuten endet. Der Adsorptions-

unterschied der gemessenen Proben pro Minute ist wie in der Testanleitung gefordert 

durchweg kleiner als 0,06, weshalb eine Verdünnung der Proben nicht notwendig ist. Im 

Anschluss an die Messung der 46 Seminalplasmaproben erfolgt erneut eine Kontrollmes-

sung mit Hilfe der am Anfang der Testdurchführung bereits verwendeten Kontrolllösung. Auf 

Doppelbestimmungen der Proben wird wiederum verzichtet. 

Auswertung 

Um die Enzymaktivität der Glutathionreduktase aus den Messwerten zu bestimmen, muss 

zunächst ein ∆A/min für alle Proben und die Kontrolle berechnet werden. Dies lässt sich 

analog zur Berechnung der Glutathionperoxidasekonzentration wie folgt durchführen: 

a) ∆A1 = A1 – A2 

b) ∆A2 = A2 – A3 

c) ∆A3 = A3 – A4 

d) ∆A4 = A4 – A5 
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e) 
4

AAAA
min/A 4321

)Kontrolle/obe(Pr

∆+∆+∆+∆
=∆ . 

Die Glutathionreduktasekonzentration bzw. -enzymaktivität (GR) kann nun mit folgender 

Formel berechnet werden: 

f) GR-Konzentration(Probe/Kontrolle) [U/l] = 4983 × ∆A/min. 

Mit den in Tabelle 3-16 aufgeführten Messergebnissen für die Kontrolllösung ergibt sich eine 

Enzymaktivität der Glutathionreduktase von 85,957, die deutlich im Referenzbereich von 76 

bis 102 U/l liegt und damit den Nachweis für eine korrekte Testdurchführung erbringt.  

Tabelle 3-16: GR-Ergebnisse für die Kontrollmessung 

  A1 A2 A3 A4 A5 ∆A/min GR [U/l] 

Kontrolle 1,542 1,523 1,510 1,501 1,473 0,01725 85,957 

 

Bei acht Seminalplasmaproben lässt sich anstelle der zu erwartenden Adsorptionsabnahme 

eine deutliche Zunahme beobachten, was nur auf die Abwesenheit bzw. eine sehr geringe 

Konzentration der zu untersuchenden Glutathionreduktase in der jeweiligen Probe hindeuten 

kann. Infolgedessen werden diese acht Proben als unterhalb der Nachweisgrenze des Tests, 

die bei etwa 10 U/l liegen soll, befindlich interpretiert und bei der statistischen Auswertung 

nicht berücksichtigt. 

Die für die Seminalplasmaproben berechneten und unter 4.1.3 dargestellten Enzymaktivitä-

ten weichen teilweise sehr stark nach oben von den vom Hersteller angegebenen Referenz-

daten für Blutproben, die für Plasma und Serum zwischen 33 und 73 U/l, für Erythrozyten bei 

4,7 bis 13,2 U/g Hb liegen, ab. 

3.4.6 Superoxiddismutase-Messung 

Die Enzymaktivität der ebenfalls antioxidativ wirksamen Superoxiddismutase wird wiederum 

mit Hilfe eines photometrischen Testverfahrens (RANSOD Superoxide dismutase, Kat.Nr. 

SD 125, zusätzlich RANSOD Diluent, Kat.Nr. SD 124, RANDOX, Großbritannien) zur 

quantitativen in vitro-Bestimmung der Superoxiddismutase im Blut ermittelt. Der im Rahmen 

der vorliegenden Arbeit für Seminalplasmaproben verwendete Test ist zur manuellen 

Anwendung geeignet. 
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Die zu untersuchende Superoxiddismutase katalysiert die Umwandlung von während 

oxidativen Prozessen produzierten toxischen Superoxid-Radikalen zu Wasserstoffperoxid 

und molekularem Sauerstoff.  

Die hier verwendete Testmethode bedient sich der durch die Xanthinoxidase katalysierten 

Reaktion von Xanthin zu Harnsäure unter Entstehung eines Superoxid-Radikals (O2
●), 

welches mit 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazoliumchlorid (I.N.T.) unter 

Bildung eines roten Farbstoffs (1,3,5-Triphenylformazan) reagiert. Bei Anwesenheit von 

Superoxiddismutase wird das entstandene Superoxid-Radikal zur Umwandlung in Was-

serstoffperoxid und molekularen Sauerstoff genutzt. Die Aktivität der Superoxiddismutase 

kann dann gemessen werden als Grad der Hemmung der beschriebenen Farbentwicklung, 

wobei eine Einheit (Unit) der unter den Testbedingungen gemessenen Superoxiddismutase 

einer 50-prozentigen Hemmung der Farbreaktionsrate des I.N.T. entspricht. 

Die folgenden Reaktionsgleichungen sollen das Testprinzip nochmals veranschaulichen: 

•
+ → 2

XOD OHarnsäureXanthin  

)Formazan(Farbstoffroter.T.N.I 2O
 →

•

 

222
SOD

22 OHOH2OO + →++
+••  

(XOD = Xanthinoxidase, SOD = Superoxiddismutase). 

Vorbereitung 

Neben den üblichen Vorbereitungsschritten wie dem Auftauen und Zentrifugieren der 

Seminalplasmaproben und dem Bereitlegen der für den Test notwendigen Arbeitsmaterialien 

sind noch die folgenden Reagenzien gebrauchsfertig herzustellen. 

• Puffer: CAPS (40 mmol/l, pH 10,2), EDTA (0,94 mmol/l), gebrauchsfertig 

• Gemischtes Substrat: Xanthin (0,05 mmol/l), I.N.T. (0,025 mmol/l); der Inhalt eines 

Gefäßes wird mit 20 ml Puffer aufbereitet und erreicht dann bei Lagerung im Kühlschrank 

eine Haltbarkeit von 10 Tagen. 

• Xanthinoxidase (80 U/l): der Inhalt einer Flasche wird in 10 ml destilliertem Wasser gelöst 

und ist dann bei 2 bis 8°C 2 Wochen haltbar. 
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• Standard: der lyophilisierte Inhalt einer Flasche der verwendeten Standardlösung (Lot Nr. 

212 RD, Konzentration 4,0 U/ml) muss sorgfältig in 10 ml destilliertem Wasser gelöst 

werden, wobei darauf zu achten ist, dass der gesamte Inhalt in Lösung geht. Von diesem 

Standard werden nun verschiedene Verdünnungen hergestellt, die zur Anfertigung einer 

Standardkurve und damit zur späteren Auswertung des Tests dienen. Zur Herstellung der 

in Tabelle 3-17 dargestellten Verdünnungen wird das eigens dafür vorgesehene RAN-

SOD Verdünnungsmittel (RANSOD Diluent, Phosphat Puffer 0,01 mmol/l, pH 7,0) be-

nutzt.  

Tabelle 3-17: Standardverdünnungen zur Messung der Superoxiddismutase 

Nummer der  
Standardverdünnung 

Volumen der  
Standardverdünnung 

Volumen des  
Verdünnungsmittels 

S6 Unverdünnter Standard --- 

S5 5 ml von S6 5 ml 

S4 5 ml von S5 5 ml 

S3 5 ml von S4 5 ml 

S2 3 ml von S3 6 ml 

S1 = Verdünnungsmittel 
Alle Verdünnungen des Standards sind bei 2 bis 8°C 2 Wochen haltbar. 

 

Schließlich bleibt noch die Vorbereitung der Kontrolllösung (RANSOD Control, Kat.Nr. SD 

126, RANDOX, Großbritannien). Dazu wird ein Fläschchen der lyophilisierten Kontrolle mit 1 

ml destilliertem Wasser aufgefüllt, wobei darauf zu achten ist, dass die Lösung nicht geschüt-

telt wird. Der Inhalt des Kontrollfläschchens soll vor dem Gebrauch mindestens 15 Minuten 

gelöst werden und ist dann bei Raumtemperatur einige Stunden, bei Lagerung im Kühl-

schrank 1 bis 2 Tage haltbar. Bevor die Kontrolllösung photometrisch gemessen und 

ausgewertet werden kann, muss sie noch im Verhältnis 1 zu 200 mit RANSOD Verdün-

nungsmittel behandelt werden, was sich bei der späteren Auswertung insofern bemerkbar 

macht, als dass der Wert des Endergebnisses mit 200 multipliziert werden muss.  

Die zu bestimmenden Proben sollen laut Angabe der Testanleitung so verdünnt werden, 

dass letztlich eine Hemmung zwischen 30 % und 60 % der ungehemmten S1-Reaktion mit 

reinem Verdünnungsmittel resultiert. Dazu wurden die Seminalplasmaproben im Verhältnis 1 

zu 1 mit RANSOD Verdünnungsmittel behandelt. 
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Testdurchführung 

Zur Testdurchführung müssen zunächst die in Tabelle 3-18 abgebildeten Bedingungen am 

Photometer (UV/Visible Spectrophotometer Ultrospec 1000, PHARMACIA BIOTECH) erfüllt 

werden. 

Tabelle 3-18: Versuchsbedingungen am Photometer zur Messung der Superoxiddismutase 

Zu beachtender Parameter am 
Photometer 

Bedingung 

Wellenlänge 505 nm 

Küvette 1 cm Lichtweg 

Temperatur 37°C 

Messung gegen Luft 

 

Nach der Bestimmung eines Leerwertes bei 505 nm und der Erwärmung der Halbmikrokü-

vetten (Acryl-Cuvettes, 10×4×45 mm, Nr./REF 67.740, SARSTEDT, Deutschland) im 

Heizblock (Blockthermostat, LABOTECT) sowie der Reagenzien und Proben im Wasserbad 

bei 37°C kann die eigentliche Testdurchführung nach dem in Tabelle 3-19 dargestellten 

Schema beginnen. 

Tabelle 3-19: Testanleitung zur Messung der Superoxiddismutase 

 
Verdünnungsmittel 

(S1) 
Standardverdün-
nungen (S2-S6) 

Verdünnte Probe / 
Kontrolle 

Verdünnte Probe / 
Kontrolle 

--- --- 25 µl 

Standard --- 25 µl --- 

RANSOD Verdün-
nungsmittel 

25 µl --- --- 

Gemischtes 
Substrat 

850 µl 850 µl 850 µl 

Gut mischen. 

Xanthinoxidase 125 µl 125 µl 125 µl 

Mischen, Ablesen der initialen Adsorption A1 nach 30 Sekunden und gleichzeitig Stoppuhr starten. 
Nach weiteren 3 Minuten Ablesen der Adsorption A2. 
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Zur genauen Einhaltung der vorgeschriebenen Messzeiten empfiehlt sich auch hier wieder 

das Vorgehen nach einem festen Zeitplan. Tabelle 3-20 zeigt die ersten beiden Messblöcke. 

Tabelle 3-20: Erster und zweiter Messblock zur Bestimmung der Superoxiddismutase 

Messblock 1 Messblock 2 
Zeit [min] 

Pipettierbeginn Messung Pipettierbeginn Messung 

0 Start S1 --- Start Kontrolle --- 

0,5 Start S2 A1 S1 Start Probe 1 A1 Kontrolle 

1 Start S3 A1 S2 Start Probe 2 A1 Probe 1 

1,5 Start S4 A1 S3 Start Probe 3 A1 Probe 2 

2 Start S5 A1 S4 Start Probe 4 A1 Probe 3 

2,5 Start S6 A1 S5 Start Probe 5 A1 Probe 4 

3 --- A1 S6 --- A1 Probe 5 

3,5 --- A2 S1 --- A2 Kontrolle 

4 --- A2 S2 --- A2 Probe 1 

4,5 --- A2 S3 --- A2 Probe 2 

5 --- A2 S4 --- A2 Probe 3 

5,5 --- A2 S5 --- A2 Probe 4 

6 --- A2 S6 --- A2  Probe 5 

 

Bevor die Messung der 46 Seminalplasmaproben beginnt, werden zunächst die Adsorptio-

nen der zur Erstellung einer Standardkurve und damit zur späteren Auswertung der Proben 

notwendigen Standards bzw. Standardverdünnungen bestimmt. Der dritte sowie alle 

weiteren Messblöcke verlaufen in Analogie zu den hier dargestellten ersten beiden Messblö-

cken, wobei nach Abschluss der Patientenprobenbestimmungen erneut eine Kontrollmes-

sung erfolgt. Auf Doppelbestimmungen der Proben wird auch im Rahmen dieses Tests 

verzichtet. 

Auswertung 

Als erstes muss aus den gemessenen Adsorptionen des Standards und seiner Verdünnun-

gen, der Kontrolle sowie der Proben gemäß folgender Formel ein ∆A/min berechnet werden. 
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3

AA
min/A 12

)Kontrolle/obePr/dardtanS(

−
=∆  

Da S1 reines Verdünnungsmittel enthält und keinerlei Enzymaktivität besitzt, findet nach 

Zugabe der Testreagenzien eine ungehemmte, in vollem Umfang ablaufende Farbreaktion 

statt. Unter der Annahme, dass die Verdünnungsmittelrate (S1-Rate) der Rate der vollständig 

ungehemmten Reaktion, die demnach 100 % beträgt, entspricht, müssen alle Standardver-

dünnungen, die verdünnten Proben sowie die Kontrolle in Prozent dieser Verdünnungsmittel-

rate angegeben werden. Wie die unten stehende Formel zeigt, müssen die ermittelten 

Prozentwerte zur Bestimmung einer prozentualen Hemmung der untersuchten Farbreaktion 

dann noch von 100 % subtrahiert werden. 

)1S(

)Kontrolle/obePr/dardtanS(

min/A

)100min/A(
100[%]Hemmung

∆

×∆
−=  

Der nächste Schritt besteht nun in der Erstellung einer Standardkurve. Dazu wird die mit 

Hilfe der gemessenen Adsorptionen errechnete prozentuale Hemmung einer jeden Stan-

dardverdünnung auf der y-Achse gegen die logarithmische Darstellung (Log10) der Standard-

konzentration (SOD in U/ml) auf der x-Achse aufgetragen. Die Konzentrationen der jeweili-

gen Standardverdünnungen ergeben sich unter Annahme der oben bereits beschriebenen 

Konzentration des unverdünnten Standards S6 von 4 U/ml entsprechend ihrer Verdünnung. 

Für den im Verhältnis 1 zu 1 verdünnten Standard S5 ergibt sich so z.B. eine auf der x-Achse 

halblogarithmisch aufzutragende SOD-Konzentration von 2 U/ml. 

Mittels der in Tabelle 3-21 aufgeführten Ergebnisse für die einzelnen Standards lässt sich die 

in Abbildung 3-5 gezeigte und hier mit Hilfe des Programms Origin Version 7.5 erstellte 

Standardgerade zeichnen. 
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Tabelle 3-21: Ergebnisse für die Standards im Rahmen der SOD-Messung 

 A1 A2 ∆A/min Hemmung [%] 

S1 -0,021 0,043 3021,0  0 

S2 0,005 0,066 3020,0  4,69 

S3 -0,026 0,023 3016,0  23,44 

S4 -0,024 0,010 3011,0  46,87 

S5 -0,030 -0,007 6007,0  64,06 

S6 -0,032 -0,018 6004,0  78,12 

 

S2

S3

S4

S5

S6

 
Abbildung 3-5: Standardgerade zur Auswertung der SOD-Messergebnisse 

Die zu untersuchende Superoxiddismutaseaktivität kann für die einzelnen Seminalplas-

maproben und die Kontrolle mittels errechneter Hemmung von der Standardgeraden 

abgelesen bzw. mit Hilfe der nach x aufgelösten Geradengleichung berechnet werden. Von 

den so ermittelten Ergebnissen muss wegen der halblogarithmischen Darstellung zunächst 

je die Umkehrfunktion des Zehnerlogarithmus (10X) gebildet werden. Anschließend müssen 

diese Ergebnisse dann in einem letzten Schritt aufgrund der 1 zu 1 Verdünnung der jeweili-

gen Proben noch mit 2 multipliziert werden; das Ergebnis der Kontrolle ist – wie bereits 

erwähnt – mit 200 zu multiplizieren.  
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Nach Einsetzen einer errechneten Hemmung für die verdünnte Kontrolle von 53,905% in die 

nach x aufgelöste Geradengleichung der Standardgeraden, der Bildung der Umkehrfunktion 

10X sowie nach Multiplikation des so gewonnenen Ergebnisses mit 200 ergibt sich eine SOD-

Aktivität von 285,08 U/ml, die durch ihre unmittelbare Nähe zum Zielwert der Kontrolle (291 

U/ml) wiederum eine korrekte Testdurchführung anzeigt. 

Die Normalwerte im Blut liegen zwischen 1102 und 1601 U/g Hb bzw. zwischen 164 und 240 

U/ml. Die Enzymaktivität der im Rahmen der vorliegenden Studie bestimmten Seminalplas-

maproben liegt deutlich unterhalb dieses Referenzbereichs. 

3.5 Patientinnen 

Die 46 Patientinnen, die wie unter 3.1 bereits beschrieben zusammen mit ihren Ehe- oder 

Lebenspartnern die Fertilitätssprechstunde der Universitätsfrauenklinik in Homburg/Saar 

aufsuchten, werden analog zu ihren Männern nach dem jeweiligen Behandlungsverfahren 

der IVF- oder der ICSI-Gruppe zugeteilt. Alle die Patientinnen betreffenden Daten werden 

retrospektiv aus den Akten erhoben. 

Das Alter der Frauen zum Zeitpunkt der Behandlung liegt mit einem Durchschnittsalter von 

34,83 ± 4,68 Jahren zwischen 25 und 42 Jahren, wobei es sich zwischen IVF- und ICSI-

Gruppe (p=0,196) nicht signifikant unterscheidet. 

Im Rahmen eines Behandlungszyklus werden die Patientinnen zunächst zur Gewinnung 

mehrerer reifer Eizellen nach hypophysärer Downregulation vorwiegend mittels GnRH- 

(Gonadotropin Releasing Hormon) Analoga einer kontrollierten ovariellen Stimulation 

unterzogen. Die anschließende Eizellpunktion erfolgt transvaginal unter sonographischer 

Kontrolle. 

Kontrollierte ovarielle Stimulation 

Sowohl für die Therapie mittels IVF als auch für die ICSI-Therapie stellt die Ovarstimulation 

mit hMG (humanes Menopausengonadotropin) oder FSH (follikelstimulierendes Hormon) 

nach hypophysärer Blockade mit einem GnRH-Analogon im sogenannten „langen Protokoll“ 

das Stimulationsvorgehen der Wahl dar [Steck, 2001]. 
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Beim „langen Protokoll“ wird bereits ab dem 20. Tag des Vorzyklus mit der Gabe eines 

GnRH-Analogons zur Downregulation der endogenen Gonadotropinausschüttung begonnen. 

Anschließend erfolgt dann unter Ultraschall- und Hormonkontrolle die gezielte Stimulation 

entweder mit hMG, das zu gleichen Teilen LH- (luteinisierendes Hormon) und FSH-Aktivität 

besitzt, mit rekombinantem FSH oder mit einer Kombination aus beidem. Bei den in dieser 

Studie behandelten Frauen fand das hMG Menotropin (Menogon®) Anwendung. Als rekom-

binantes FSH wurden beispielsweise Follitropin alfa (Gonal®) oder Follitropin beta (Pure-

gon®) eingesetzt. 

Die Follikelreifung wird anschließend sonographisch kontrolliert und bei ausreichender 

Follikelzahl und einer Mindestgröße des Leitfollikels von 18 bis 20 mm erfolgt dann die 

Ovulationsinduktion durch eine i.m.-Injektion von 10.000 Injektionseinheiten (IU) hCG 

(humanes Choriongonadotropin). Die sonographisch gesteuerte transvaginale Eizellentnah-

me erfolgt 36 Stunden später.  

Danach erhalten die Frauen zur Lutealphasenunterstützung und damit zur Entwicklung und 

Reifung des Endometriums noch zweimal täglich über mindestens 14 Tage 150 mg Pro-

gesteron Vaginalkapseln. Zusätzlich kann auch hCG (1500 oder 2500 IU alle 3 bis 4 Tage 

oder 5000 IU einmalig) verabreicht werden, wobei es fraglich ist, ob dadurch die Implantati-

onsrate über die Supplementierung mit Progesteron hinaus gesteigert werden kann [Steck, 

2001]. „Die alleinige Gabe von hCG in der Lutealphase ist im Hinblick auf die Schwanger-

schaftsrate nach IVF ebenso effektiv wie die Applikation von Progesteron, aber mit einem 

erhöhten Risiko der ovariellen Überstimulation (OHSS) behaftet“ [Steck, 2001]. 

3.6 Fertilisationsmethoden 

Die Patienten und Patientinnen dieser Studie werden nach zwei verschiedenen Fertilisati-

onsmethoden behandelt, der in-vitro-Fertilisation (IVF) und der intrazytoplasmatischen 

Spermieninjektion (ICSI), die im Folgenden näher erläutert werden. 

3.6.1 In-vitro-Fertilisation (IVF) 

Die in-vitro-Fertilisation (IVF), d.h. also die extrakorporale Befruchtung einer Eizelle, die mit 

mehreren tausend Spermien zusammengebracht wird, stellt das neben der homologen oder 

heterologen Insemination älteste reproduktionsmedizinische Verfahren dar. „Es beinhaltet 
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die Eizellentnahme, die Insemination der Oozyten mit präparierten Spermien, die Embryokul-

tur und den intrauterinen Embryotransfer.“ [Steck, 2001] 

Allgemein akzeptierte Indikationen für eine IVF-Behandlung sind neben tubaren Funktions-

einschränkungen, fortgeschrittener Endometriose, langjähriger ungeklärter Sterilität und 

zervikal oder immunologisch bedingter Sterilität vor allem die einen wesentlichen Aspekt 

dieser Arbeit darstellende leichte bis mittelgradige andrologische Subfertilität [Steck, 2001]. 

Methodik der IVF 

Die durch die Punktion gewonnenen Eizellen werden in kommerziell erhältlichen Medien 

zunächst gewaschen (Universal IVF Medium, MediCult, Dänemark) und dann kultiviert (G-

FERTTM PLUS, Vitrolife, Schweden). Die Aufbewahrung erfolgt im Inkubator bei 37°C und 5 

% CO2 für circa 3 Stunden. 

Anschließend wird der Reifegrad der Eizellen beurteilt. Dies ist von großer Bedeutung, da 

unreife Eizellen sich in der Regel weder durch IVF noch durch ICSI fertilisieren lassen und 

eine Insemination oder Injektion sinnlos wäre. Kultiviert man diese unreifen Eizellen aller-

dings noch einige Stunden, kommt es häufig zu einer Nachreifung, so dass die zuvor 

unreifen Eizellen dann inseminiert werden können. [Steck, 2001] 

Bei der Beurteilung des Reifegrads der Eizellen unterscheidet man drei Stadien. 

1. In dem in Abbildung 3-6 gezeigten Germinalstadium befindet sich die unreife Eizelle in 

der Prophase und enthält noch einen großen Kern („germinal vesicle“, GV). Zudem lie-

gen in diesem Stadium die Kumuluszellen sehr dicht um die Eizelle und das erste Pol-

körperchen ist noch nicht ausgestoßen. Diese Eizellen müssen noch 24 Stunden im In-

kubator bei 37°C und 5 % CO2 nachreifen.  
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Abbildung 3-6: Eizelle im Germinalstadium [Brinsden, 1999] 

2. Ein weiteres in Abbildung 3-7 zu sehendes Reifestadium stellt die Metaphase I dar, in der 

kein Germinalvesikel mehr vorhanden ist, das erste Polkörperchen jedoch noch nicht 

sichtbar ist und die Oozyte vor der Befruchtung noch 4 bis 6 Stunden im Inkubator kulti-

viert werden muss. 

 

Abbildung 3-7: Eizelle in der Metaphase I [Brinsden, 1999] 

3. Befindet sich die Eizelle in der in Abbildung 3-8 dargestellten Metaphase II, so ist sie reif 

und bereit zur Insemination. Die Corona radiata ist voll ausgebildet und eng anliegend, 

der Cumulus oophorus breit und schleimig, das Zytoplasma homogen und das erste 

Polkörperchen ist ausgestoßen. 



3 Material und Methodik 67 

 

Abbildung 3-8: Eizelle in der Metaphase II [Brinsden, 1999] 

Die reifen Eizellen werden in einem weiteren Kulturmedium (G-1TMV3 PLUS, Vitrolife, 

Schweden) in eine Vier-Loch-Platte (Nunclon Surface, Nunc A/S, Roskilde, Dänemark) 

überführt, wo sie dann mit im Mittel 100.000 – nach der unter 3.4 beschriebenen Aufberei-

tung behandelten – beweglichen Spermien pro Milliliter Kulturmedium zusammengebracht 

werden. Nach einer erneuten 24stündigen Inkubationszeit werden die Eizellen auf Zeichen 

der Fertilisation überprüft. Hierzu werden einige Kumuluszellen durch wiederholte Aspiration 

mit Glaskapillaren von den Eizellen entfernt. Eine Eizelle gilt als korrekt befruchtet, wenn 

zwei Vorkerne (Pronuklei) samt Polkörperchen erkennbar sind. Diese befruchtete Eizelle 

kann dann nach einer weiteren Inkubation von 24 Stunden Dauer, also insgesamt 48 

Stunden nach erfolgter Insemination als Embryo im Zwei- bis Achtzellstadium in das Cavum 

uteri bzw. in die Tube der Patientin transferiert werden. Abbildung 3-9 zeigt einen Embryo im 

Vierzellstadium. 
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Abbildung 3-9: Embryo im Vierzellstadium [Brinsden, 1999] 

Nach dem deutschen Embryonenschutzgesetz von 1991 dürfen aufgrund des deutlich 

erhöhten Risikos einer Mehrlingsschwangerschaft maximal drei Embryonen transferiert 

werden. 

3.6.2 Intrazytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) 

Die Fertilisation mittels intrazytoplasmatischer Spermieninjektion (ICSI), bei der ein einzelnes 

Spermium in das Zytoplasma einer Eizelle injiziert wird, stellt seit ihrer weltweiten Einführung 

etwa 1994 die Therapiemethode der Wahl bei schwerer männlicher Subfertilität dar und ist 

laut Steck gleichzeitig eine wirksame Methode zur Verhinderung des Fertilisationsversagens 

bei IVF. „Durch die ICSI können Männer mit extremen Einschränkungen der Ejakulatqualität 

(Oligoasthenoteratozoospermie = OAT, Kryptozoospermie), bei denen die Anwendung 

alternativer Behandlungsmethoden aussichtslos ist, noch zu einer Vaterschaft kommen.“ 

[Steck, 2001] 

Absolute und relative Indikationen der ICSI sind im Folgenden in Tabelle 3-22 dargestellt: 
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Tabelle 3-22: Absolute und relative Indikationen der ICSI [nach Steck, 2001] 

Absolute Indikationen der ICSI Relative Indikationen der ICSI 

• Schwere OAT (Grad III) und Kryptozoospermie 

• Globozoospermie, akrosomlose Spermien 

• Komplette Asthenozoospermie 

• Obstruktive und nicht-obstruktive Azoospermie 
mit Verwendung epidymaler oder testikulärer 
Spermien  

• Zweimaliges Fertilisationsversagen nach IVF 

• Langjährige leichte und mäßiggradige andrologi-
sche Subfertilität (OAT Grad I, II) in Abhängigkeit 
von der Vorbehandlung 

• Retrograde Ejakulation 

• Einmaliges Fertilisationsversagen oder ungenü-
gende Fertilisationsrate (< 30 %) bei IVF 

• Hohe Titer von Spermienantikörpern (ASA)  

 

Voraussetzung für die Anwendung der ICSI ist, dass keine alternativen, medikamentösen 

oder chirurgischen Möglichkeiten der Verbesserung der Spermienqualität bei andrologischer 

Subfertilität zur Verfügung stehen. Nach der bisher vorliegenden Datenlage über dieses doch 

noch relativ junge Verfahren ist die Häufigkeit von Fehlbildungen nach ICSI gegenüber dem 

Basisrisiko in der Gesamtbevölkerung nicht nennenswert erhöht. Dennoch stellen Männer, 

bei denen wegen einer schweren andrologischen Subfertilität die ICSI indiziert ist, ein 

genetisches Risikokollektiv dar. Deshalb sind gerade bei den Patienten einer ICSI-

Behandlung eine humangenetische Betreuung sowie eine intensive Schwangerschaftsüber-

wachung angezeigt. [Steck, 2001] 

Methodik der ICSI 

Ein bis zwei Stunden nach der Punktion der Eizellen werden diese mit 80 IU/ml Hyaluronida-

se behandelt, was innerhalb weniger Minuten zu einer Ablösung der Kumuluszellen von der 

Eizelle führt. Damit während der Spermieninjektion keine maternale DNA in die Eizelle 

gelangen kann, müssen die abgelösten Kumuluszellen mit Hilfe von Glaskapillaren vollstän-

dig entfernt werden. Nach diesem als Denudation bezeichneten Vorgang werden die Eizellen 

in Universal IVF Medium (MediCult, Dänemark) gewaschen.  

Die anschließende Beurteilung ihrer Reife erfolgt analog zur IVF-Behandlung, wobei zur 

Injektion nur reife Metaphase II-Oozyten verwendet werden. 

Zur Durchführung der ICSI werden folgende Instrumente benutzt: 

• ein Interphase Differentialmikroskop mit Wärmeplatte (Nikon/Narishige, Modell IM-69, 

Japan), 
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• zwei Mikromanipulator Sets mit einem elektrischen und einem hydraulischen Manipulator 

sowie mit einem Injektor (Nikon/Narishige, Modell MM188, Japan), 

• eine Haltepipette (10 MPH-120, 35°Angel, Micro-Pipets, Humagen, USA) und 

• eine Injektionspipette (10 MIC, 35°Angel, Micro-Pipets, Humagen, USA). 

Die denudierten Oozyten werden einzeln in Tropfen von jeweils 5 µl Kulturmedium (Universal 

IVF Medium, MediCult, Dänemark) auf eine Petrischale aufgetragen. Hierbei erfolgt die 

Anordnung der Tropfen kreisförmig um einen Tropfen im Zentrum der Schale, der 1 µl der 

vorher aufbereiteten Spermiensuspension und 5 µl 10-prozentiges Polyvinylpyrrolidon (PVP-

Medium, MediCult, Dänemark) enthält. Das PVP verlangsamt die Eigenmotilität der Sper-

mien, so dass sie anschließend leichter aufzusuchen und zu immobilisieren sind. Zudem 

verhindert PVP ein Anhaften des Spermiums an der Injektionskapillare. 

Die Petrischale wird nun auf die Wärmeplatte des Interphase Differentialmikroskops gesetzt 

und es wird ein einzelnes vitales, motiles Spermium mit normaler Morphologie ausgewählt. 

Dieses wird mit der Spitze der Injektionspipette an der Geißel verletzt und dadurch immobili-

siert. Anschließend wird es vom Schwanzende her in die Injektionspipette aufgezogen 

(Abbildung 3-10a)). Die reife Eizelle wird durch den Sog an der Öffnung der Haltepipette in 9 

Uhr-Stellung so fixiert, dass die Polkörperchen bei 6 oder 12 Uhr stehen (Abbildung 3-10b)). 

Gegenüberliegend in 3 Uhr-Stellung wird nun die Injektionspipette in die Eizelle eingeführt, 

wobei eine kleine Menge Zytoplasma angesaugt und anschließend zusammen mit dem 

Spermium in die Eizelle injiziert wird (Abbildung 3-10c)). Die Position der Spermieninjektion 

bei 3 Uhr wird bewusst gewählt, um eine Verletzung des Spindelapparats der Eizelle zu 

vermeiden. Danach wird die Injektionspipette durch langsames Zurückziehen wieder 

vorsichtig entfernt (Abbildung 3-10d)). 
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a) b)

c) d)

a) b)

c) d)

 

Abbildung 3-10: ICSI-Prozedur [Brinsden, 1999] 

Die Kultivierung der befruchteten Eizellen sowie der Embryotransfer unterscheiden sich nicht 

vom Vorgehen bei der IVF-Behandlung. 

3.6.3 Schwangerschaftsnachweis 

Die Feststellung einer Schwangerschaft der Patientinnen erfolgt über die quantitative 

Bestimmung des ß-hCG im Serum am 12. und 14. Tag nach dem Embryotransfer. Zudem 

wird der Schwangerschaftsverlauf sonographisch überwacht.  

Die Dokumentation einer Schwangerschaft im Deutschen IVF-Register (DIR) erfordert den 

Nachweis eines Serumtiters von ß-hCG über 100 IU/l. Die klinische Schwangerschaft ist 

darüber hinaus definiert durch den gleichzeitigen Nachweis einer intra- oder extrauterinen 

Chorionhöhle oder embryonaler Strukturen. [Steck, 2001] 



72 3 Material und Methodik 

3.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung des vorliegenden Datenmaterials erfolgt mit Hilfe des Pro-

gramms SPSS Version 13.0 und 14.0 für Windows. 

Zur deskriptiven Statistik werden zunächst für alle zu untersuchenden Parameter Häufig-

keitsverteilungen mit Anzahl, Mittelwert und Standardabweichung sowie Median, Minimum 

und Maximum bestimmt. Dabei werden jeweils das Gesamtkollektiv, das IVF- sowie das 

ICSI-Kollektiv betrachtet. 

Der Vergleich der Mittelwerte zwischen den verschiedenen Kollektiven erfolgt für eine 

normalverteilte stetige Variable mit Hilfe des t-Tests bei unabhängigen Stichproben. Zur 

Prüfung der Variablen auf Normalverteilung wird der Kolmogorov-Smirnov-Test durchgeführt, 

wobei ein p-Wert > 0,05 das Vorliegen einer Normalverteilung anzeigt. Eine weitere Bedin-

gung, die für die Verwendung des t-Tests erfüllt sein muss, ist die annähernde Gleichheit der 

Varianzen, welche mittels Levene-Test (F-Test) überprüft wird. Ist eine Variable nicht 

normalverteilt, wird zum Vergleich der Mittelwerte der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-

Test durchgeführt. 

Die graphische Darstellung der Variablen in Boxplots dient ebenfalls der Prüfung auf 

Normalverteilung sowie dem Vergleich der Variablen zwischen den verschiedenen Kollekti-

ven. 

Die weitere analytische Statistik zur Untersuchung bestehender Zusammenhänge zwischen 

den einzelnen Parametern erfolgt rechnerisch mittels bivariater Korrelation, wobei jeweils der 

Korrelationskoeffizient r nach Pearson und der p-Wert (zweiseitige Signifikanz) bestimmt 

werden. Graphisch werden die Korrelationen in Streudiagrammen dargestellt. 

Die Korrelationen zwischen der einzig nicht stetigen, dichotomen Variable der eingetretenen 

Schwangerschaft (schwanger oder nicht schwanger) und den anderen stetigen Variablen 

können aufgrund des zu geringen Stichprobenumfangs nicht für alle Kollektive mittels 

logistischer Regression beurteilt werden. Aus diesem Grund werden sämtliche Korrelationen 

der Variable Schwangerschaft ja/nein graphisch mittels Boxplot dargestellt. Zur Berechnung 

eines p-Wertes wird der t-Test bei unabhängigen Stichproben bzw. der Mann-Whitney-U-

Test durchgeführt, wobei Schwangerschaft ja/nein die Gruppenvariable darstellt. 
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Zur Interpretation wird das Signifikanzniveau wie folgt festgelegt: ab einem p-Wert von ≤ 0,05 

liegt statistische Signifikanz vor; p ≤ 0,01 gilt als stark signifikant und p ≤ 0,001 als hoch 

signifikant. Ein Korrelationskoeffizient von |r| ≥ 0,7 zeigt eine starke Korrelation an. 

 





 

4 Ergebnisse 

Das folgende Kapitel beinhaltet die Darstellung der Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit 

untersuchten Parameter, wobei nach einer deskriptiven Statistik und dem Vergleich von 

Mittelwerten zwischen den Kollektiven eine Analyse von Korrelationen zwischen den 

einzelnen Parametern erfolgt. 

4.1 Ergebnisse der einzelnen Parameter im Gesamtkollektiv sowie 
im Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

Zunächst werden die Ergebnisse der untersuchten Parameter unter Berücksichtigung der 

jeweiligen Mittelwerte und ihrer Standardabweichung (M±SD), des Medians sowie im 

Gesamtkollektiv auch der Minima und Maxima in Form von Tabellen dargestellt. Des 

Weiteren erfolgt unter Abbildung des jeweiligen Signifikanzniveaus mittels p-Wert-Angabe 

jeweils ein Vergleich der Parameter zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv.  

Von den insgesamt 46 behandelten Patientenpaaren werden 31 Paare mit der IVF-Methode 

und 15 Paare mittels ICSI therapiert.  

4.1.1 Spermiogrammparameter 

Tabelle 4-1 dient der Gesamtbeurteilung der retrospektiv aus den Akten erhobenen Spermi-

ogrammparameter, welche hier im Gesamtkollektiv zu sehen sind.  

Aus dieser Übersicht geht hervor, dass nach den WHO-Kriterien in Bezug auf das Ejakulat-

volumen, die Dichte vor sowie nach Aufbereitung, die Global- und Progressivmotilität nach 

Aufbereitung sowie in Bezug auf den HOS-Test nach Aufbereitung im Durchschnitt normale 

Ergebnisse vorliegen. Der durchschnittliche pH-Wert liegt in allen Kollektiven oberhalb der 

oberen Normgrenze von pH 8. Im Hinblick auf die morphologischen Normalformen vor und 

nach Aufbereitung, die mehr als 15 % ausmachen sollten, weichen die Mittelwerte, welche 

gerade noch im Normbereich liegen, mehr oder weniger stark von ihren Medianen, die sich 

unterhalb des Normbereichs befinden, ab. Auch unter Berücksichtigung der großen Stan-

dardabweichungen sowie von Minima und Maxima der normalen Morphologieformen wird 

deutlich, dass die wenigen Patienten mit sehr guten Ergebnissen trotz eines Großteils an 
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Patienten mit schlechten Ergebnissen für die gerade noch im Normalbereich liegenden 

Mittelwerte verantwortlich sind.  

Die Ergebnisse für die Global- und vor allem die Progressivmotilität vor Aufbereitung sowie 

die Ergebnisse von Eosin- und HOS-Test vor Aufbereitung liegen zum Teil deutlich unterhalb 

der von der WHO definierten Norm. 

Tabelle 4-1: Spermiogrammparameter im Gesamtkollektiv (n=46) 

Spermiogrammparameter 
Anzahl 

[n] 
M±SD Median Minimum Maximum 

Volumen [ml] 46 3,45±1,28 3,50 1,00 6,00 

pH-Wert 46 8,66±0,32 8,70 7,90 9,50 

Dichte vor [Mio/ml] 46 70,00±33,43 75,00 5,00 101,00 

Dichte nach [Mio/ml] 46 37,36±30,91 30,00 0,00 101,00 

Globalmotilität vor [%] 46 24,46±14,62 20,00 5,00 65,00 

Globalmotilität nach [%] 46 55,43±31,53 65,00 5,00 100,00 

Progressivmotilität vor [%] 46 2,93±4,54 0,00 0,00 20,00 

Progressivmotilität nach [%] 46 38,26±35,52 20,00 0,00 95,00 

Eosin-Test vor [% tot] 46 67,83±18,00 70,00 30,00 95,00 

HOS-Test vor [% geschädigt] 451 48,89±23,00 50,00 20,00 95,00 

HOS-Test nach [% geschädigt] 391 14,62±10,09 10,00 5,00 40,00 

Morphologie vor [% normal] 451 16,89±18,39 10,00 0,00 72,00 

Morphologie nach [% normal] 421 21,40±23,56 10,50 2,00 85,00 

1Die fehlenden Proben waren nicht auswertbar. 

Im Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv lassen sich in Tabelle 4-2 für die Dichte 

(p=0,043) und die Globalmotilität (p=0,047) vor Aufbereitung, für die Progressivmotilität 

(p=0,030) und die Morphologie (p=0,034) nach Aufbereitung statistisch signifikante Unter-

schiede erkennen. Für die Globalmotilität nach Aufbereitung (p=0,006) lässt sich ein stark 

signifikanter und für den HOS-Test nach Aufbereitung (p=0,001) gar ein hoch signifikanter 

Unterschied beobachten, was auch graphisch mittels Boxplotdarstellung in den Abbildungen 

4–1 und 4–2 verdeutlicht wird. Dabei sind in der ICSI-Gruppe insgesamt jeweils die schlech-

teren Resultate zu verzeichnen. 
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Während die Ergebnisse im IVF-Kollektiv im Hinblick auf die WHO-Normwerte im Wesentli-

chen denen des Gesamtkollektivs entsprechen, ergeben sich für das ICSI-Kollektiv deutlich 

schlechtere Ergebnisse, die außer für das Volumen, den pH-Wert, die Dichte sowie den 

HOS-Test nach Aufbereitung für alle anderen Spermiogrammparameter unterhalb der Norm 

liegen. 

Tabelle 4-2: Spermiogrammparameter im Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

IVF-Kollektiv (n=31) ICSI-Kollektiv (n=15) 
Spermiogramm- 
parameter 

n M±SD Median n M±SD Median 

Signifikanz  
(p-Wert) 

Volumen [ml] 31 3,57±1,26 4,00 15 3,30±1,35 3,50 0,517 

pH-Wert 31 8,64±0,35 8,70 15 8,71±0,26 8,70 0,491 

Dichte vor [Mio/ml] 31 76,90±29,74 100,00 15 55,73±37,05 60,00 0,043* 

Dichte nach [Mio/ml] 31 37,82±29,07 30,00 15 36,42±35,49 32,00 0,606 

Globalmotilität vor [%] 31 27,10±14,99 25,00 15 19,00±12,56 15,00 0,047* 

Globalmotilität nach [%] 31 64,35±29,46 80,00 15 37,00±28,21 30,00 0,006** 

Progressivmotilität vor [%] 31 3,23±4,19 0,00 15 2,33±5,30 0,00 0,241 

Progressivmotilität nach 
[%] 

31 45,48±36,89 30,00 15 23,33±28,01 10,00 0,030* 

Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] 

31 65,16±17,96 70,00 15 73,33±17,39 80,00 0,151 

HOS-Test vor  
[% geschädigt] 

31 44,84±21,78 40,00 14 57,86±23,92 55,00 0,079 

HOS-Test nach  
[% geschädigt] 

29 11,55±8,25 10,00 10 23,50±10,01 25,00 0,001** 

Morphologie vor  
[% normal] 

31 17,81±20,30 10,00 14 14,86±13,68 10,50 0,624 

Morphologie nach  
[% normal] 

28 25,96±26,10 18,50 14 12,29±14,20 5,50 0,034* 

* Signifikanz auf dem 5 %-Niveau (p ≤ 0,05), ** Signifikanz auf dem 1 %-Niveau (p ≤ 0,01) 
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Abbildung 4-1: Boxplotdarstellung der Globalmotilität nach Aufbereitung im Vergleich  
zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 
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Abbildung 4-2: Boxplotdarstellung der geschädigten Spermien im HOS-Test nach Aufbereitung im 
Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

Zuletzt ist hinsichtlich der Ergebnisse der Spermiogrammparameter noch zu bemerken, dass 

die Ergebnisse, die vor und nach Aufbereitung erfasst werden, in allen Kollektiven (Gesamt-, 

IVF- und ICSI-Kollektiv) nach Aufbereitung deutlich besser sind als davor, was die Funktion 

der Aufbereitung, die „guten Spermien“ zu selektieren nochmals unterstreicht. 

4.1.2 DNA-Integrität 

Die Ergebnisse der Parameter der DNA-Integrität im Gesamtkollektiv zeigt Tabelle 4-3. 

Hierbei zeigen sich für alle Parameter Ergebnisse mit verhältnismäßig geringen Schädigun-

gen. Der prozentuale Anteil der jeweiligen durch die verschiedenen Färbungen dargestellten 
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Schädigungen der DNA-Integrität liegt im Durchschnitt unter 15 %, für die AO-Färbung sogar 

unter 10 %. 

Tabelle 4-3: DNA-Integrität im Gesamtkollektiv (n=46) 

Färbungen Anzahl [n] M±SD Median Minimum Maximum 

CMA3 vor [% Dekondensation] 46 16,74±8,23 15,00 5,00 47,00 

CMA3 nach [% Dekondensation] 451 10,36±4,59 10,00 3,00 23,00 

AO vor [% Denaturierung] 421 8,36±3,92 8,00 1,00 18,00 

AO nach [% Denaturierung] 421 8,12±5,81 7,00 1,00 25,00 

TUNEL vor [% Apoptose] 46 11,15±7,04 9,50 2,00 30,00 

TUNEL nach [% Apoptose] 451 10,38±7,79 8,00 2,00 38,00 

1Bei den fehlenden Angaben waren keine Ausstriche vorhanden. 

Der in Tabelle 4-4 abgebildete Vergleich der DNA-Integrität zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

liefert lediglich für die CMA3-Färbung nach Aufbereitung (p=0,028) einen signifikanten 

Unterschied, wobei wiederum im ICSI-Kollektiv das schlechtere Ergebnis, ein höherer 

Prozentsatz an dekondensierten Spermien vorliegt (Abbildung 4-3). Insgesamt lässt sich 

zusätzlich eine leichte Tendenz dahingegen erkennen, dass die Ergebnisse in der ICSI-

Gruppe etwas schlechter sind als diejenigen in der IVF-Gruppe.  

Tabelle 4-4: DNA-Integrität im Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

IVF-Kollektiv (n=31) ICSI-Kollektiv(n=15) 
Färbungen 

n M±SD Median n M±SD Median 

Signifikanz  
(p-Wert) 

CMA3 vor  
[% Dekondensation] 

31 15,87±7,26 14,00 15 18,53±9,99 17,00 0,309 

CMA3 nach  
[% Dekondensation] 

31 9,35±4,34 9,00 14 12,57±4,50 12.00 0,028* 

AO vor  
[% Denaturierung] 

29 8,34±4,43 8,00 13 8,38±2,57 8,00 0,971 

AO nach  
[% Denaturierung] 

29 7,79±6,20 6,00 13 8,85±4,96 8,00 0,593 

TUNEL vor [% Apop.] 31 10,94±7,02 9,00 15 11,60±7,29 11,00 0,768 

TUNEL nach [% Apop.] 31 10,48±7,72 8,00 14 10,14±8,21 8,00 0,894 

* Signifikanz auf dem 5 %-Niveau (p ≤ 0,05) 
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Abbildung 4-3: Boxplotdarstellung der dekondensierten Spermien-DNA in der CMA3-Färbung nach 
Aufbereitung im Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

Insgesamt betrachtet, finden sich in allen Kollektiven (Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv) 

vergleichsweise gute Ergebnisse mit einem relativ geringen Prozentsatz an Schädigungen 

der DNA-Integrität (für die CMA3-Färbung durchweg < 20 % Dekondensation, für die AO-

Färbung durchweg < 10 % Denaturierung und für die TUNEL-Färbung durchweg < 15 % 

Apoptose), wobei die Ergebnisse nach Aufbereitung – wenn auch nicht so eindrucksvoll wie 

bei den Spermiogrammparametern – wiederum etwas besser als diejenigen vor Aufbereitung 

sind. 

4.1.3 Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma 

Tabelle 4-5 liefert eine Ergebnisübersicht der im Seminalplasma gemessenen ROS- und 

TAS-Konzentrationen sowie der enzymatischen Antioxidantien im Gesamtkollektiv. Zudem 

wird der Quotient aus in die gleiche Einheit umgerechneter ROS- und TAS- Konzentration 

gebildet und ebenfalls in der Tabelle aufgeführt. Dabei bedeutet ein ROS/TAS-Quotient  

> 1, dass die Konzentration an Oxidantien die antioxidative Kapazität übersteigt und 

berücksichtigt so über die Einzeldarstellung der ROS- und TAS- Konzentrationen hinaus 

immer das Verhältnis von beiden.  

Da – wie bereits im Kapitel 3 beschrieben – die hier verwendeten Testmethoden primär für 

Bestimmungen im Blut entwickelt wurden und deshalb auch jeweils nur Referenz- bzw. 

Normalwerte für Blutproben vorliegen, müssen über die Betrachtung der Mittelwerte im 

Gesamtkollektiv eigene Referenzen für die in dieser Arbeit untersuchten Seminalplasmapro-

ben definiert werden. 
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Tabelle 4-5: Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma  
im Gesamtkollektiv (n=46) 

Konzentrationen / Enzym-
aktivitäten im Seminal-
plasma 

Anzahl 
[n] 

M±SD Median Minimum Maximum 

ROS [µmol/l] 46 52,58±27,77 44,04 15,30 120,79 

TAS [mmol/l] 46 1,30±0,67 1,38 0,03 2,26 

ROS/TAS 46 0,190±0,432 0,034 0,010 1,813 

GPX [U/l] 441 2082,34±1348,55 1638,00 172,00 5863,00 

GR [U/l] 381 129,75±72,23 113,78 26,16 300,23 

SOD [U/ml] 46 3,76±2,56 3,14 0,58 14,96 

1Die fehlenden Werte liegen unterhalb der Nachweisgrenze der Testmethode. 

Der in Tabelle 4-6 dargestellte Vergleich der Ergebnisse für die im Seminalplasma gemes-

senen Oxidantien- und Antioxidantien zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv zeigt nur für die 

Enzymaktivität der Glutathionperoxidase GPX (p=0,012) einen signifikanten Unterschied, 

wobei die GPX-Aktivität im ICSI-Kollektiv auch im Vergleich zum Gesamtkollektiv deutlich 

niedriger ist (Abbildung 4-4).  

Tabelle 4-6: Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma im Vergleich 
zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

IVF-Kollektiv (n=31) ICSI-Kollektiv(n=15) Konzentrationen / 
Enzymaktivitäten im 
Seminalplasma n M±SD Median n M±SD Median 

Signifikanz  
(p-Wert) 

ROS [µmol/l] 31 56,22±28,55 45,91 15 45,07±25,37 37,91 0,205 

TAS [mmol/l] 31 1,32±0,66 1,42 15 1,26±0,73 1,32 0,725 

ROS/TAS 31 0,189±0,448 0,033 15 0,193±0,412 0,036 0,690 

GPX [U/l] 30 
2364,37 

±1477,20 
2241,50 14 

1478,00 
±755,38 

1207,00 0,012* 

GR [U/l] 25 135,34±75,40 114,61 13 118,99±67,27 112,12 0,515 

SOD [U/ml] 31 4,08±2,83 3,35 15 3,11±1,80 3,14 0,236 

* Signifikanz auf dem 5 %-Niveau (p ≤ 0,05) 

Auch für die übrigen Antioxidantien sowie für den Gesamtantioxidantienstatus TAS sind im 

ICSI-Kollektiv – wenn auch nicht signifikant – niedrigere Ergebnisse als in der IVF-Gruppe zu 
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verzeichnen. Da die ROS-Konzentration in der ICSI-Gruppe ebenfalls etwas geringer ist, 

findet sich auch nur ein marginal höherer ROS/TAS-Quotient als in der IVF-Gruppe. 
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Abbildung 4-4: Boxplotdarstellung der Glutathionperoxidaseaktivität im Seminalplasma im Vergleich 
zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

4.1.4 Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultate 

Zur Beurteilung der Resultate von Befruchtung und Schwangerschaft müssen neben den 

retrospektiv aus den Akten der Patientinnen erhobenen Daten über die jeweilige Anzahl der 

entnommenen, befruchteten und transferierten Eizellen sowie darüber, ob eine Schwanger-

schaft eingetreten ist und ob es zum Abort gekommen ist, zusätzlich die zu errechnenden 

Befruchtungs- und Schwangerschaftsraten berücksichtigt werden. 

Die Befruchtungsrate wird für jede der 46 im Rahmen dieser Studie behandelten Patientin-

nen in Abhängigkeit von der jeweiligen Therapiemethode nach den unten aufgeführten 

Formeln berechnet. 

100
EizellenEntnommene

EizelleneBefruchtet
[%]gsrateBefruchtun ×








=  � zu verwenden bei IVF-Therapie 

100
EizellenInjizierte

EizelleneBefruchtet
[%]gsrateBefruchtun ×








=  � zu verwenden bei ICSI-Therapie 

Die Schwangerschaftsrate wird für jedes Kollektiv (Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv) nach 

folgender Formel berechnet: 
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100
enPatientinnderAnzahl

nSchwangerederAnzahl
[%]chaftsrateSchwangers ×








= , 

wobei im Folgenden die Schwangerschaftsraten sowohl auf den begonnenen Zyklus als 

auch auf den Embryotransfer bezogen angegeben werden. Unter Bezugnahme auf den 

Transfer ist die Anzahl der Schwangeren durch die Anzahl der Patientinnen mit Transfer 

(n=43) zu dividieren.  

Es erfolgt jeweils die Berechnung der klinischen Schwangerschaftsrate, bei der auch die 

Graviditäten enthalten sind, die vorzeitig als Abort, Tubargravidität oder Abbruch z.B. wegen 

einer fetalen Fehlbildung oder Chromosomenanomalie enden sowie die Totgeburten mit 

einem Geburtsgewicht über 500 g [Steck, 2001]. Die stattgehabten Aborte werden zusätzlich 

als absolute Zahl angegeben. 

Tabelle 4-7 zeigt die Ergebnisse bezüglich der entnommenen, befruchteten und transferier-

ten Eizellen sowie der Befruchtungsrate im Gesamtkollektiv. Die nur im Rahmen der ICSI-

Methode wichtige Anzahl der injizierten Eizellen wird zwar bei der Berechnung der Befruch-

tungsraten der Patientinnen mit ICSI-Therapie berücksichtigt, ist in den folgenden Tabellen 

jedoch nicht separat aufgeführt. 

Das Gesamtkollektiv verzeichnet insgesamt 14 Schwangerschaften; davon 6 Aborte. Wie 

bereits erwähnt, wurde bei 43 Patientinnen ein Transfer durchgeführt (n=43), so dass sich 

eine klinische Schwangerschaftsrate pro Embryotransfer von 32,56 %, pro begonnenem 

Zyklus von 30,43 % für das Gesamtkollektiv ergibt. 

Tabelle 4-7: Parameter zu Befruchtung und Transfer im Gesamtkollektiv (n=46) 

Parameter zu Befruchtung und 
Transfer 

Anzahl 
[n] 

M±SD Median Minimum Maximum 

Entnommene Eizellen [n] 46 9,37±6,21 7,5 2 29 

Befruchtete Eizellen [n] 46 5,41±4,66 3,5 1 17 

Befruchtungsrate [%] 46 57,96±25,22 57,52 14,29 100 

Transferierte Eizellen1 [n] 46 1,89±0,80 2 01 3 

1Bei 3 Patientinnen erfolgte kein Transfer. 

Der in Tabelle 4-8 aufgeführte Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv liefert im Hinblick 

auf die Parameter zu Befruchtung und Transfer keinerlei signifikante Unterschiede. Es ist 
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lediglich zu bemerken, dass die Zahlen der entnommenen und befruchteten Eizellen in der 

IVF-Gruppe etwas größer sind, die Befruchtungsrate und die durchschnittliche Anzahl der 

transferierten Eizellen jedoch in der ICSI-Gruppe die höheren Resultate erreichen.  

Auch bei einer absoluten Zahl an Schwangerschaften von insgesamt 7, wovon 4 Aborte 

waren, liegt die klinische Schwangerschaftsrate pro Embryotransfer in der ICSI-Gruppe mit 

exakt 50 % (pro begonnenem Zyklus 46,67 %) deutlich über derjenigen in der IVF-Gruppe, 

für die sich bei einer Zahl von ebenfalls absolut 7 Schwangerschaften und 2 Aborten nur 

24,14 % pro Embryotransfer ergeben (pro begonnenem Zyklus 22,58 %). 

Tabelle 4-8: Parameter zu Befruchtung und Transfer im Vergleich zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv 

IVF-Kollektiv (n=31) ICSI-Kollektiv(n=15) 
Parameter zu Befruch-
tung und Transfer 

n M±SD Median n M±SD Median 

Signifikanz  
(p-Wert) 

Entnommene Eizellen [n] 31 10,06±6,58 8 15 7,93±5,27 7 0,280 

Befruchtete Eizellen [n] 31 5,90±4,94 4 15 4,40±3,96 3 0,310 

Befruchtungsrate [%] 31 55,14±23,81 57,14 15 63,78±27,84 61,54 0,281 

Transferierte Eizellen1 [n] 31 1,81±0,75 2 15 2,07±0,88 2 0,303 

1Im IVF-Kollektiv erfolgte bei 2 Patientinnen kein Transfer, im ICSI-Kollektiv bei 1 Patientin. 

4.2 Zusammenhang zwischen der DNA-Integrität und den Spermi-
ogrammparametern 

Die folgenden Abschnitte dieses Kapitels der Ergebnisdarstellung dienen der Untersuchung 

und Analyse von bestehenden Zusammenhängen zwischen den einzelnen unter 4.1 bereits 

deskriptiv dargestellten Parametern. 

Tabelle 4-9 zeigt zunächst bestehende Zusammenhänge zwischen den Parametern der 

DNA-Integrität und den Spermiogrammparametern im Gesamtkollektiv auf. Hierbei fallen in 

erster Linie die hoch signifikanten negativen Korrelationen zwischen der CMA3-Färbung nach 

Aufbereitung und der Dichte (r=-0,493, p=0,001) sowie der Globalmotilität (r=-0,469, 

p=0,001) vor Aufbereitung sowie die stark signifikante negative Korrelation zwischen der 

CMA3-Färbung und der Globalmotilität (r=-0,427, p=0,003) nach Aufbereitung auf. 
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Zudem lassen sich noch mehrere signifikante Korrelationen erkennen zwischen der TUNEL-

Färbung und der Dichte (r=-0,298, p=0,047) nach Aufbereitung, der CMA3-Färbung vor 

Aufbereitung und der Globalmotilität nach Aufbereitung (r=-0,370, p=0,011) sowie dem 

Eosin-Test (r=0,351, p=0,017) und zwischen der CMA3-Färbung nach Aufbereitung und der 

Progressivmotilität vor Aufbereitung (r=-0,306, p=0,041).  

Tabelle 4-9: Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Spermiogramm-
parametern im Gesamtkollektiv (n=46) 

                     Färbungen 

Spermio- 
grammparam. 

CMA3 vor 
[% Dekon-
densation] 

CMA3 nach  
[% Dekon-
densation] 

AO vor  
[% Dena-
turierung] 

AO nach [% 
Dena-

turierung] 

TUNEL vor 
[% 

Apoptose] 

TUNEL 
nach [% 

Apoptose] 

r -0,050 -0,078 0,075 0,085 -0,003 0,052 
Volumen [ml] 

p 0,740 0,611 0,636 0,593 0,982 0,732 

r 0,173 0,280 -0,010 0,255 -0,158 0,001 
pH-Wert 

p 0,250 0,062 0,951 0,103 0,295 0,995 

r -0,290 -0,493** -0,227 -0,108 -0,233 -0,187 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,051 0,001 0,148 0,497 0,119 0,220 

r 0,088 -0,268 0,080 -0,296 -0,117 -0,298* 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,559 0,075 0,617 0,057 0,439 0,047 

r -0,265 -0,469** 0,125 0,061 -0,013 -0,075 Globalmotilität vor 
[%] p 0,075 0,001 0,432 0,702 0,930 0,623 

r -0,370* -0,427** -0,102 0,034 -0,123 0,030 Globalmotilität nach 
[%] p 0,011 0,003 0,522 0,830 0,415 0,845 

r -0,157 -0,306* 0,218 0,049 -0,136 -0,211 Progressivmotilität 
vor [%] p 0,296 0,041 0,166 0,758 0,368 0,163 

r -0,216 -0,182 0,095 0,171 -0,023 -0,004 Progressivmotilität 
nach [%] p 0,149 0,231 0,550 0,280 0,880 0,980 

r 0,351* 0,270 0,002 -0,046 -0,004 0,058 Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] p 0,017 0,073 0,988 0,773 0,977 0,707 

r -0,256 0,009 0,064 0,116 0,145 0,099 HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,089 0,953 0,691 0,471 0,343 0,522 

r -0,036 0,236 0,117 -0,176 0,024 -0,077 HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,828 0,154 0,504 0,311 0,887 0,647 

r -0,107 0,163 -0,047 0,102 -0,130 -0,134 Morphologie vor  
[% normal] p 0,485 0,290 0,769 0,527 0,396 0,386 

r -0,098 0,126 0,013 0,073 -0,082 -0,167 Morphologie nach 
[% normal] p 0,537 0,433 0,940 0,657 0,607 0,297 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 
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Bei all diesen Korrelationen besteht ein Zusammenhang dahingegen, dass ein schlechteres 

Ergebnis in der Färbung ein ebenso schlechteres Resultat des entsprechenden Spermi-

ogrammparameters bewirkt und umgekehrt. Diese Beziehung lässt sich im Wesentlichen auf 

die meisten der in Tabelle 4-9 untersuchten Zusammenhänge – wenn auch nicht in Form 

einer signifikanten Korrelation – übertragen, wobei die Korrelationen der AO-Färbung 

(teilweise auch der TUNEL-Färbung) sehr schwach sind sowie häufig auch von der eben 

beschriebenen Beziehung abweichen.  

Im IVF-Kollektiv zeigt sich in Tabelle 4-10 nur noch eine stark signifikante negative Korrelati-

on zwischen der CMA3-Färbung nach Aufbereitung und der Globalmotilität vor Aufbereitung 

(r=-0,532, p=0,002). Außerdem bestehen weitere signifikante Korrelationen zwischen der 

AO-Färbung nach Aufbereitung und dem pH-Wert (r=0,422, p=0,022), der CMA3-Färbung 

und der Dichte (r=-0,431, p=0,015) vor Aufbereitung, der CMA3-Färbung nach Aufbereitung 

und der Dichte vor Aufbereitung (r=-0,412, p=0,021) sowie der Globalmotilität nach Aufberei-

tung (r=-0,402, p=0,025). Im Hinblick auf positive und negative Korrelationen bzw. Zusam-

menhänge entspricht das IVF-Kollektiv im Wesentlichen dem Gesamtkollektiv. 
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Tabelle 4-10: Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Spermiogramm-
parametern im IVF-Kollektiv (n=31) 

                     Färbungen 

Spermio- 
grammparam. 

CMA3 vor 
[% Dekon-
densation] 

CMA3 nach  
[% Dekon-
densation] 

AO vor  
[% Dena-
turierung] 

AO nach [% 
Dena-

turierung] 

TUNEL vor 
[% 

Apoptose] 

TUNEL 
nach [% 

Apoptose] 

r 0,032 0,078 0,064 0,302 0,197 0,117 
Volumen [ml] 

p 0,864 0,676 0,742 0,111 0,288 0,531 

r 0,246 0,251 0,022 0,422* -0,174 0,028 
pH-Wert 

p 0,182 0,173 0,912 0,022 0,348 0,882 

r -0,431* -0,412* -0,170 0,077 -0,226 -0,130 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,015 0,021 0,378 0,693 0,221 0,486 

r -0,016 -0,191 0,146 -0,248 -0,021 -0,239 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,931 0,304 0,451 0,195 0,948 0,195 

r -0,264 -0,532** 0,101 0,135 0,179 0,030 Globalmotilität vor 
[%] p 0,151 0,002 0,604 0,485 0,336 0,873 

r -0,344 -0,402* -0,195 0,144 -0,018 0,054 Globalmotilität nach 
[%] p 0,058 0,025 0,310 0,455 0,924 0,772 

r 0,009 -0,312 0,219 0,048 0,019 -0,163 Progressivmotilität 
vor [%] p 0,963 0,087 0,254 0,803 0,921 0,381 

r -0,112 -0,001 0,062 0,275 0,046 -0,007 Progressivmotilität 
nach [%] p 0,547 0,995 0,749 0,149 0,804 0,971 

r 0,292 0,264 0,147 -0,004 0,049 0,112 Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] p 0,111 0,151 0,447 0,982 0,794 0,547 

r -0,076 -0,061 0,169 0,093 0,147 0,193 HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,684 0,744 0,381 0,631 0,430 0,299 

r -0,066 0,178 0,024 -0,230 -0,091 -0,115 HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,735 0,357 0,905 0,249 0,638 0,553 

r -0,053 0,160 -0,017 0,191 -0,110 -0,169 Morphologie vor  
[% normal] p 0,776 0,390 0,932 0,320 0,555 0,364 

r -0,027 0,230 0,052 0,129 -0,026 -0,208 Morphologie nach 
[% normal] p 0,891 0,239 0,795 0,523 0,896 0,287 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

Für das ICSI-Kollektiv (Tabelle 4-11) ergeben sich lediglich noch zwei signifikante negative 

Korrelationen zwischen der AO-Färbung vor Aufbereitung und dem Eosin-Test (r=-0,644, 

p=0,018) sowie zwischen der CMA3-Färbung und dem HOS-Test (r=-0,650, p=0,012) vor 

Aufbereitung. Dass die Korrelationen in diesem Fall negativ sind, bedeutet im Gegensatz zu 

den signifikanten Zusammenhängen im Gesamt- und IVF-Kollektiv, dass mit zunehmender 
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Denaturierung bzw. Dekondensation die in Eosin- und HOS-Test nachgewiesene Schädi-

gung abnimmt bzw. die Vitalität der Spermien zunimmt. Dieser Zusammenhang gilt aufgrund 

der bivariaten Korrelation auch in umgekehrter Reihenfolge. 

Tabelle 4-11: Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Spermiogramm-
parametern im ICSI-Kollektiv (n=15) 

                     Färbungen 

Spermio- 
grammparam. 

CMA3 vor 
[% Dekon-
densation] 

CMA3 nach  
[% Dekon-
densation] 

AO vor  
[% Dena-
turierung] 

AO nach [% 
Dena-

turierung] 

TUNEL vor 
[% 

Apoptose] 

TUNEL 
nach [% 

Apoptose] 

r -0,135 -0,313 0,137 -0,439 -0,376 -0,078 
Volumen [ml] 

p 0,632 0,276 0,656 0,134 0,167 0,790 

r 0,001 0,303 -0,183 -0,414 -0,140 -0,066 
pH-Wert 

p 0,996 0,292 0,550 0,160 0,619 0,823 

r -0,044 -0,466 -0,511 -0,488 -0,240 -0,342 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,876 0,093 0,074 0,091 0,389 0,231 

r 0,232 -0,413 -0,159 -0,407 -0,293 -0,406 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,406 0,142 0,603 0,168 0,289 0,150 

r -0,203 -0,150 0,317 -0,069 -0,445 -0,367 Globalmotilität vor 
[%] p 0,468 0,608 0,292 0,824 0,096 0,197 

r -0,349 -0,204 0,226 -0,126 -0,324 -0,043 Globalmotilität nach 
[%] p 0,203 0,484 0,458 0,683 0,238 0,885 

r -0,335 -0,282 0,279 0,088 -0,381 -0,300 Progressivmotilität 
vor [%] p 0,222 0,329 0,355 0,774 0,161 0,297 

r -0,334 -0,358 0,286 -0,059 -0,164 -0,021 Progressivmotilität 
nach [%] p 0,210 0,209 0,344 0,848 0,558 0,943 

r 0,402 0,088 -0,644* -0,292 -0,149 -0,042 Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] p 0,137 0,765 0,018 0,334 0,595 0,887 

r -0,650* -0,036 -0,388 0,111 0,122 -0,090 HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,012 0,906 0,212 0,730 0,677 0,770 

r -0,349 -0,288 0,220 -0,342 0,096 0,088 HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,323 0,452 0,601 0,408 0,792 0,821 

r -0,214 0,332 -0,275 -0,297 -0,184 -0,029 Morphologie vor  
[% normal] p 0,463 0,268 0,386 0,348 0,528 0,925 

r -0,106 0,397 -0,267 -0,081 -0,186 -0,074 Morphologie nach 
[% normal] p 0,720 0,179 0,402 0,802 0,524 0,811 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Für die meisten übrigen nicht signifikanten Korrelationen ergeben sich jedoch die gleichen 

durch ein positives oder negatives Vorzeichen ausgedrückten Tendenzen wie im Gesamt- 
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und IVF-Kollektiv. Danach führen schlechtere Ergebnisse in den Färbungen auch zu 

schlechteren Ergebnissen bei den Spermiogrammparametern und umgekehrt. 

Die Abbildungen 4–5 und 4–6 dienen der graphischen Veranschaulichung der negativen 

Korrelation zwischen den mit Hilfe der Färbungen erfassten Schädigungen der DNA-

Integrität und den Spermiogrammparametern (am Beispiel der Dichte) für das Gesamt-, IVF- 

und ICSI-Kollektiv. 

2520151050

CMA3 nach [% Dekondensation]

120

100

80

60

40

20

0

D
ic

h
te

 v
o

r 
[M

io
/m

l]

Anpassungslinie für 
Gesamtsumme

ICSI
IVF
ICSI
IVF

Therapieverfahren

R-Quadrat linear = 0,17

R-Quadrat linear = 0,217

R-Quadrat linear = 0,243

 

Abbildung 4-5: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Dichte vor Aufbereitung 
und der CMA3-Färbung nach Aufbereitung im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 
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Abbildung 4-6: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Dichte und der TUNEL-
Färbung nach Aufbereitung im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 

4.3 Zusammenhang zwischen den Oxidantien-/ Antioxidantien-
konzentrationen und den Spermiogrammparametern 

Die in Tabelle 4-12 abgebildete Übersicht der Zusammenhänge zwischen den im Semi-

nalplasma gemessenen Oxidantien- bzw. Antioxidantienkonzentrationen und den Spermi-

ogrammparametern im Gesamtkollektiv liefert einige aufschlussreiche Korrelationen. So 

fallen besonders die hoch signifikanten Korrelationen zwischen der ROS-Konzentration und 

dem pH-Wert (r=-0,693, p=0,000) sowie zwischen der SOD-Aktivität und der Morphologie 

nach Aufbereitung (r=0,492, p=0,001) auf. Des Weitern verzeichnet das Gesamtkollektiv 

stark signifikante Korrelationen zwischen der GPX-Aktivität und dem Volumen (r=-0,436, 

p=0,003) sowie zwischen der SOD-Aktivität und der Dichte (r=0,404, p=0,005) sowie der 

Morphologie (r=0,412, p=0,005) vor Aufbereitung. Zwischen dem ROS/TAS-Quotienten und 

der Progressivmotilität vor Aufbereitung (r=0,308, p=0,038), der GPX-Aktivität und dem 

HOS-Test nach Aufbereitung (r=-0,349, p=0,034) sowie zwischen der ROS-Konzentration 

und der Morphologie vor Aufbereitung (r=-0,354, p=0,017) bestehen weitere signifikante 

Korrelationen.  
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Tabelle 4-12: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im 
Seminalplasma und den Spermiogrammparametern im Gesamtkollektiv (n=46) 

         Konz. / Enzymakt. 
                   im Seminal- 
                           plasma 
Spermio- 
grammparam. 

ROS 
[µmol/l] 

TAS 
[mmol/l] 

ROS/TAS GPX [U/l] GR [U/l] SOD [U/ml] 

r 0,055 0,284 -0,200 -0,436** -0,052 -0,038 
Volumen [ml] 

p 0,719 0,056 0,182 0,003 0,759 0,803 

r -0,693** -0,029 -0,214 0,044 -0,197 -0,140 
pH-Wert 

p 0,000 0,848 0,153 0,778 0,235 0,353 

r 0,144 0,024 0,120 -0,058 -0,106 0,404** 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,340 0,875 0,428 0,708 0,528 0,005 

r -0,197 -0,200 0,156 -0,116 0,116 0,016 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,189 0,183 0,299 0,453 0,486 0,915 

r 0,136 -0,107 0,248 -0,159 0,112 0,075 Globalmotilität vor 
[%] p 0,368 0,479 0,097 0,304 0,504 0,619 

r -0,024 0,077 0,056 0,180 -0,002 0,245 Globalmotilität nach 
[%] p 0,872 0,610 0,711 0,242 0,988 0,101 

r -0,079 -0,190 0,308* -0,186 -0,121 -0,032 Progressivmotilität 
vor [%] p 0,603 0,206 0,038 0,226 0,471 0,833 

r -0,241 0,206 -0,138 0,111 -0,059 0,241 Progressivmotilität 
nach [%] p 0,107 0,169 0,359 0,473 0,726 0,106 

r -0,100 -0,115 0,055 0,136 -0,209 0,111 Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] p 0,507 0,446 0,717 0,378 0,208 0,462 

r 0,016 0,278 -0,167 -0,053 -0,229 0,124 HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,918 0,065 0,274 0,738 0,173 0,418 

r -0,148 -0,013 -0,017 -0,349* -0,278 -0,233 HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,369 0,936 0,918 0,034 0,123 0,153 

r -0,354* -0,095 0,173 -0,082 -0,118 0,412** Morphologie vor  
[% normal] p 0,017 0,535 0,255 0,602 0,479 0,005 

r -0,229 -0,121 0,164 0,046 -0,008 0,492** Morphologie nach 
[% normal] p 0,144 0,445 0,299 0,777 0,965 0,001 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

Unter Berücksichtigung der Vorzeichen dieser teilweise sogar hoch signifikanten Korrelatio-

nen fällt auf, dass mit steigender Konzentration an freien Radikalen (ROS) der pH-Wert 

immer niedriger wird und morphologisch immer weniger Normalformen vorhanden sind. Im 

Hinblick auf die Enzymaktivität der SOD ist festzustellen, dass mit zunehmender antioxidati-

ver Aktivität vor allem der prozentuale Anteil an morphologischen Normalformen zunimmt 
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und im Speziellen die Dichte vor Aufbereitung ansteigt. Unter Zunahme der GPX-Aktivität 

lässt sich einerseits ein niedrigeres Ejakulatvolumen, andererseits eine Verbesserung der 

Vitalität im HOS-Test beobachten. Für den ROS/TAS-Quotienten ergibt sich lediglich im 

Zusammenhang mit der Progressivmotilität vor Aufbereitung eine signifikante Korrelation, 

wobei ein höherer Quotient eine bessere Progressivmotilität bedingt. Im Hinblick auf die 

Progressivmotilität nach Aufbereitung zeigt sich eine – wenn auch nicht signifikante, aber wie 

man es erwarten würde – umgekehrte Beziehung. Insgesamt lässt sich anhand der übrigen 

nicht signifikanten Zusammenhänge keine klare Linie erkennen, da die Korrelationen der 

einzelnen Parameter doch zu verschiedene Tendenzen aufweisen. 

Das in Tabelle 4-13 dargestellte IVF-Kollektiv bietet ein dem Gesamtkollektiv deutlich 

ähnelndes Bild. So lassen sich wieder die beiden hoch signifikanten Korrelationen zwischen 

der ROS-Konzentration und dem pH-Wert (r=-0,688, p=0,000) sowie zwischen der SOD-

Aktivität und der Morphologie nach Aufbereitung (r=0,571, p=0,001) erkennen. Außerdem 

finden sich stark signifikante Korrelationen erneut zwischen der GPX-Aktivität und dem 

Volumen (r=-0,467, p=0,009), der SOD-Aktivität und der Morphologie vor Aufbereitung 

(r=0,494, p=0,005) sowie zusätzlich zwischen dem ROS/TAS-Quotienten und der Progres-

sivmotilität vor Aufbereitung (r=0,486, p=0,006). Signifikante Korrelationen zeigen sich 

zwischen der TAS-Konzentration und dem Volumen (r=0,407, p=0,023), dem ROS/TAS-

Quotienten und dem Volumen (r=-0,401, p=0,025), der SOD-Aktivität und der Dichte vor 

Aufbereitung (r=0,370, p=0,041) sowie zwischen der ROS-Konzentration und der Progres-

sivmotilität nach Aufbereitung (r=-0,414, p=0,021).  

Im Hinblick auf die Vorzeichen der Korrelationen bestehen keine Unterschiede zum Gesamt-

kollektiv. Die im Gesamtkollektiv nicht feststellbaren, jedoch in der IVF-Gruppe bestehenden 

signifikanten Korrelationen zwischen der TAS-Konzentration sowie dem ROS/TAS-

Quotienten und dem Volumen verhalten sich so, dass bei höherem TAS auch ein höheres 

Volumen bzw. bei höherem ROS/TAS-Quotienten ein niedrigeres Volumen vorliegt. Zwi-

schen der ROS-Konzentration und der Progressivmotilität nach Aufbereitung zeigt sich – wie 

man es erwarten würde – eine negative Korrelation.  
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Tabelle 4-13: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im  
Seminalplasma und den Spermiogrammparametern im IVF-Kollektiv (n=31) 

         Konz. / Enzymakt. 
                   im Seminal- 
                           plasma 
Spermio- 
grammparam. 

ROS 
[µmol/l] 

TAS 
[mmol/l] 

ROS/TAS GPX [U/l] GR [U/l] SOD [U/ml] 

r 0,091 0,407* -0,401* -0,467** 0,163 -0,108 
Volumen [ml] 

p 0,625 0,023 0,025 0,009 0,436 0,564 

r -0,688** -0,028 -0,188 0,043 -0,281 -0,101 
pH-Wert 

p 0,000 0,881 0,311 0,822 0,173 0,588 

r 0,155 -0,030 0,201 -0,129 -0,072 0,370* 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,406 0,874 0,277 0,497 0,733 0,041 

r -0,242 -0,330 0,157 -0,101 0,153 -0,060 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,189 0,070 0,400 0,597 0,464 0,750 

r 0,101 -0,140 0,269 -0,228 0,211 0,120 Globalmotilität vor 
[%] p 0,587 0,453 0,143 0,225 0,310 0,520 

r -0,140 0,143 0,121 0,112 -0,052 0,322 Globalmotilität nach 
[%] p 0,453 0,441 0,515 0,555 0,804 0,078 

r -0,139 -0,275 0,486** -0,290 -0,182 0,083 Progressivmotilität 
vor [%] p 0,456 0,135 0,006 0,120 0,385 0,656 

r -0,414* 0,265 -0,157 0,072 -0,011 0,257 Progressivmotilität 
nach [%] p 0,021 0,149 0,400 0,706 0,958 0,163 

r 0,023 -0,174 0,198 0,177 -0,281 0,154 Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] p 0,902 0,350 0,285 0,348 0,174 0,408 

r 0,147 0,282 -0,108 0,024 -0,255 0,149 HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,431 0,124 0,562 0,898 0,219 0,423 

r -0,042 -0,316 0,119 -0,164 -0,159 -0,254 HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,830 0,094 0,539 0,403 0,469 0,184 

r -0,348 -0,144 0,305 -0,151 -0,125 0,494** Morphologie vor  
[% normal] p 0,055 0,440 0,096 0,427 0,552 0,005 

r -0,295 -0,157 0,262 -0,077 -0,041 0,571** Morphologie nach 
[% normal] p 0,127 0,426 0,177 0,702 0,858 0,001 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

Im ICSI-Kollektiv (Tabelle 4-14) finden sich deutlich weniger signifikante und keine hoch 

signifikanten Zusammenhänge zwischen den im Seminalplasma gemessenen Oxidantien 

bzw. Antioxidantien und den Spermiogrammparametern. Stark signifikante Korrelationen 

bestehen lediglich zwischen der ROS-Konzentration und dem pH-Wert (r=-0,705, p=0,003) 

sowie zwischen der TAS-Konzentration und dem HOS-Test nach Aufbereitung (r=0,785, 
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p=0,007). Dabei verhält sich der Zusammenhang zwischen der ROS-Konzentration und dem 

pH-Wert wie im Gesamt- und IVF-Kollektiv, während die positive Korrelation zwischen der 

TAS-Konzentration und der prozentualen Schädigung im HOS-Test nach Aufbereitung in den 

beiden anderen Kollektiven (nicht signifikant) nur für den HOS-Test vor Aufbereitung 

erkennbar ist.  

Tabelle 4-14: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Semi-
nalplasma und den Spermiogrammparametern im ICSI-Kollektiv (n=15) 

         Konz. / Enzymakt. 
                   im Seminal- 
                           plasma 
Spermio- 
grammparam. 

ROS 
[µmol/l] 

TAS 
[mmol/l] 

ROS/TAS GPX [U/l] GR [U/l] SOD [U/ml] 

r -0,086 0,053 0,234 -0,574* -0,532 0,099 
Volumen [ml] 

p 0,761 0,850 0,401 0,032 0,061 0,726 

r -0,705** -0,017 -0,306 0,260 0,101 -0,229 
pH-Wert 

p 0,003 0,953 0,267 0,369 0,743 0,412 

r -0,024 0,075 -0,009 -0,328 -0,280 0,446 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,933 0,792 0,976 0,253 0,354 0,096 

r -0,139 0,002 0,160 -0,333 0,069 0,214 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,622 0,994 0,568 0,245 0,823 0,445 

r 0,060 -0,088 0,228 -0,411 -0,310 -0,332 Globalmotilität vor 
[%] p 0,831 0,756 0,414 0,145 0,302 0,227 

r -0,052 -0,095 -0,076 -0,097 -0,086 -0,255 Globalmotilität nach 
[%] p 0,855 0,737 0,787 0,740 0,779 0,360 

r -0,026 -0,075 -0,007 -0,080 -0,158 -0,412 Progressivmotilität 
vor [%] p 0,926 0,792 0,982 0,785 0,607 0,127 

r -0,012 0,051 -0,103 -0,229 -0,447 -0,045 Progressivmotilität 
nach [%] p 0,967 0,858 0,715 0,432 0,126 0,874 

r -0,274 0,023 -0,291 0,384 0,072 0,172 Eosin-Test vor  
[% tote Spermien] p 0,323 0,936 0,293 0,175 0,814 0,539 

r -0,145 0,341 -0,335 0,137 -0,152 0,272 HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,620 0,233 0,241 0,655 0,636 0,346 

r -0,096 0,785** -0,353 -0,636 -0,771* 0,183 HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,793 0,007 0,317 0,065 0,015 0,613 

r -0,484 0,027 -0,286 0,229 -0,117 -0,086 Morphologie vor  
[% normal] p 0,079 0,927 0,322 0,453 0,703 0,770 

r -0,336 -0,160 -0,192 0,312 -0,019 -0,190 Morphologie nach 
[% normal] p 0,241 0,584 0,512 0,300 0,956 0,515 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 
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Weitere signifikante negative Korrelationen bestehen im ICSI-Kollektiv zwischen der GPX-

Aktivität und dem Volumen (r=-0,574, p=0,032), was sich auch im Gesamt- und IVF-Kollektiv 

beobachten lässt, sowie zwischen der GR-Aktivität und dem HOS-Test nach Aufbereitung 

(r=-0,771, p=0,015), was aufgrund der stark signifikanten positiven Korrelation der TAS-

Konzentration erstaunlich ist, jedoch eher zu erwarten gewesen wäre als eine positive 

Korrelation. Die GPX-Aktivität weist im Zusammenhang mit der Schädigung im HOS-Test 

nach Aufbereitung ebenfalls eine (nicht signifikante) negative, die SOD-Aktivität eine (nicht 

signifikante) positive Korrelation auf.  

Abbildung 4-7 stellt in einem Streudiagramm nochmals die positiven Korrelationen zwischen 

der Dichte vor Aufbereitung und der SOD-Aktivität im Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 

graphisch dar. 
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Abbildung 4-7: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Dichte vor Aufbereitung 
und der Superoxiddismutaseaktivität im Seminalplasma im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und 

ICSI-Kollektiv 
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4.4 Zusammenhang zwischen den Oxidantien-/ Antioxidantien-
konzentrationen und der DNA-Integrität 

Der folgende Abschnitt dient dazu, die Zusammenhänge zwischen den Oxidantien- bzw. 

Antioxidantienkonzentrationen und den Parametern der DNA-Integrität aufzuzeigen und 

näher zu beleuchten. 

Die Untersuchung des Gesamtkollektivs (Tabelle 4-15) liefert lediglich eine signifikante 

negative Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der CMA3-Färbung nach Aufbe-

reitung (r=-0,299, p=0,046). Insgesamt lassen sich aufgrund der teilweise nur sehr schwa-

chen und scheinbar willkürlich das Vorzeichen wechselnden Korrelationen keine richtung-

weisenden Tendenzen erkennen. 

Tabelle 4-15: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im 
Seminalplasma und den Parametern der DNA-Integrität im Gesamtkollektiv (n=46) 

         Konz. / Enzymakt. 
                   im Seminal- 
                           plasma 

Färbungen 

ROS 
[µmol/l] 

TAS 
[mmol/l] 

ROS/TAS GPX [U/l] GR [U/l] SOD [U/ml] 

r -0,236 -0,085 -0,040 0,012 0,045 -0,208 CMA3 vor  
[% Dekondensation] p 0,114 0,573 0,792 0,937 0,789 0,166 

r -0,299* 0,006 -0,232 -0,082 -0,042 -0,282 CMA3 nach  
[% Dekondensation] p 0,046 0,971 0,126 0,603 0,807 0,061 

r -0,065 -0,105 0,095 -0,152 0,180 0,146 AO vor  
[% Denaturierung] p 0,682 0,510 0,548 0,350 0,300 0,355 

r -0,070 0,112 -0,053 -0,119 0,067 0,025 AO nach  
[% Denaturierung] p 0,660 0,482 0,740 0,466 0,703 0,874 

r -0,061 0,013 0,041 -0,110 0,178 0,179 TUNEL vor  
[% Apoptose] p 0,688 0,934 0,786 0,479 0,284 0,234 

r 0,090 -0,112 0,100 -0,024 -0,114 0,061 TUNEL nach  
[% Apoptose] p 0,557 0,465 0,512 0,880 0,504 0,693 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Auch für das in Tabelle 4-16 abgebildete IVF-Kollektiv lassen sich außer der leicht signifikan-

ten negativen Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der CMA3-Färbung vor 

Aufbereitung (r=-0,365, p=0,044) keinerlei signifikante Zusammenhänge erfassen. 
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Tabelle 4-16: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im 
Seminalplasma und den Parametern der DNA-Integrität im IVF-Kollektiv (n=31) 

         Konz. / Enzymakt. 
                   im Seminal- 
                           plasma 

Färbungen 

ROS 
[µmol/l] 

TAS 
[mmol/l] 

ROS/TAS GPX [U/l] GR [U/l] SOD [U/ml] 

r -0,365* 0,057 -0,108 0,002 -0,049 -0,186 CMA3 vor  
[% Dekondensation] p 0,044 0,760 0,564 0,991 0,818 0,318 

r -0,312 0,147 -0,310 -0,077 -0,105 -0,150 CMA3 nach  
[% Dekondensation] p 0,087 0,429 0,090 0,685 0,617 0,422 

r -0,138 -0,231 0,126 -0,129 0,223 0,231 AO vor  
[% Denaturierung] p 0,474 0,227 0,514 0,515 0,294 0,228 

r -0,267 0,261 -0,090 -0,222 -0,012 0,118 AO nach  
[% Denaturierung] p 0,162 0,172 0,644 0,255 0,956 0,542 

r -0,070 0,029 0,026 -0,147 0,187 0,145 TUNEL vor  
[% Apoptose] p 0,709 0,879 0,888 0,440 0,371 0,436 

r 0,061 0,024 -0,014 -0,112 -0,288 0,056 TUNEL nach  
[% Apoptose] p 0,746 0,897 0,938 0,555 0,162 0,766 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Im ICSI-Kollektiv (Tabelle 4-17) bestehen signifikante Korrelationen zwischen der ROS-

Konzentration (r=0,670, p=0,012) sowie der GPX-Aktivität (r=0,581, p=0,047) und der AO-

Färbung nach Aufbereitung und zwischen der SOD-Aktivität und der CMA3-Färbung nach 

Aufbereitung (r=-0,600, p=0,023). Lediglich die negative Korrelation zwischen der SOD-

Aktivität und der CMA3-Färbung nach Aufbereitung wird – wenn auch nicht signifikant – im 

Gesamt- und IVF-Kollektiv bestätigt. Die beiden anderen signifikanten positiven Korrelatio-

nen im ICSI-Kollektiv entsprechen nicht signifikanten negativen Korrelationen im Gesamt- 

und IVF-Kollektiv. 
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Tabelle 4-17: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im 
Seminalplasma und den Parametern der DNA-Integrität im ICSI-Kollektiv (n=15) 

         Konz. / Enzymakt. 
                   im Seminal- 
                           plasma 

Färbungen 

ROS 
[µmol/l] 

TAS 
[mmol/l] 

ROS/TAS GPX [U/l] GR [U/l] SOD [U/ml] 

r 0,038 -0,273 0,069 0,127 0,264 -0,226 CMA3 vor [% 
Dekondensation] p 0,892 0,325 0,806 0,666 0,384 0,417 

r -0,147 -0,201 -0,116 0,358 0,203 -0,600* CMA3 nach [% 
Dekondensation] p 0,616 0,491 0,692 0,229 0,528 0,023 

r 0,250 0,377 -0,066 -0,389 0,014 -0,326 AO vor [% 
Denaturierung] p 0,409 0,204 0,830 0,212 0,966 0,276 

r 0,670* -0,300 0,122 0,581* 0,338 -0,326 AO nach [% 
Denaturierung] p 0,012 0,320 0,691 0,047 0,309 0,277 

r -0,015 -0,012 0,074 0,031 0,194 0,354 TUNEL vor  
[% Apoptose] p 0,957 0,968 0,793 0,917 0,525 0,195 

r 0,156 -0,381 0,366 0,359 0,289 0,077 TUNEL nach  
[% Apoptose] p 0,595 0,180 0,198 0,228 0,363 0,793 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Die leicht signifikante negative Korrelation des Gesamtkollektivs zwischen der ROS-

Konzentration und der CMA3-Färbung nach Aufbereitung ist in Abbildung 4-8 im Vergleich 

zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv nochmals graphisch dargestellt. 

Abbildung 4-9 zeigt die negativen Korrelationen des Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektivs 

zwischen der SOD-Aktivität und der CMA3-Färbung nach Aufbereitung, wobei besonders die 

signifikante negative Korrelation im ICSI-Kollektiv auffällt. 
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Abbildung 4-8: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der CMA3-Färbung nach 
Aufbereitung und der ROS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- 

und ICSI-Kollektiv 
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Abbildung 4-9: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der CMA3-Färbung nach 
Aufbereitung und der Superoxiddismutaseaktivität im Seminalplasma im Vergleich zwischen Gesamt-, 

IVF- und ICSI-Kollektiv 



100 4 Ergebnisse 

4.5 Zusammenhang zwischen den Spermiogrammparametern und 
den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten 

In Tabelle 4-18, die einen Überblick über bestehende Zusammenhänge zwischen den 

Spermiogrammparametern und den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten im 

Gesamtkollektiv gibt, sind wenige leicht signifikante Korrelationen zu erkennen. Diese 

bestehen zwischen dem pH-Wert und der Anzahl der entnommenen Eizellen (r=0,346, 

p=0,019) sowie dem pH-Wert und der Befruchtungsrate (r=-0,306, p=0,038), zwischen der 

Progressivmotilität nach Aufbereitung und der Anzahl an transferierten Eizellen (r=-0,322, 

p=0,029) und zwischen dem HOS-Test vor Aufbereitung und der Anzahl an entnommenen 

(r=-0,337, p=0,024) sowie befruchteten Eizellen (r=-0,297, p=0,047). Der Vergleich zwischen 

den Schwangeren und Nicht-Schwangeren im Gesamtkollektiv liefert im Hinblick auf die 

Spermiogrammparameter keinerlei signifikante Unterschiede. Die Befruchtungsrate zeigt 

nicht signifikante positive Korrelationen gegenüber dem Volumen, der Dichte vor Aufberei-

tung sowie gegenüber den Schädigungen in Eosin- und HOS-Test vor Aufbereitung. Für alle 

übrigen Spermiogrammparameter ergeben sich im Hinblick auf die Befruchtungsrate (nicht 

signifikante) negative Korrelationen. 

Das IVF-Kollektiv (Tabelle 4-19) verzeichnet lediglich eine stark signifikante positive Korrela-

tion zwischen der Dichte vor Aufbereitung und der Befruchtungsrate (r=0,465, p=0,008), 

wobei eine höhere Dichte mit einer höheren Befruchtungsrate verbunden ist. Des Weitern 

besteht für die prozentualen Schädigungen im HOS-Test nach Aufbereitung ein stark 

signifikanter Unterschied (p=0,009) im Vergleich zwischen der Gruppe der Paare, bei denen 

eine Schwangerschaft eingetreten ist und denjenigen, bei denen die Frauen nicht schwanger 

geworden sind dahingegen, dass in der Gruppe der Schwangeren für die Männer eine 

bessere Vitalität im HOS-Test nachgewiesen werden kann.  

Im Vergleich zum Gesamtkollektiv bestehen im IVF-Kollektiv zusätzliche (nicht signifikante) 

positive Korrelationen zwischen der Befruchtungsrate und der Globalmotilität vor und nach 

Aufbereitung sowie der Progressivmotilität nach Aufbereitung, während die Korrelationen 

gegenüber Eosin- und HOS-Test hier negativ sind. 
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Tabelle 4-18: Korrelationen zwischen den Spermiogrammparametern und den Befruchtungs- und 
Schwangerschaftsresultaten im Gesamtkollektiv (n=46) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 
Spermio- 
grammparameter 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate  

[%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften1  

[ja n=14, nein 
n=29] 

r 0,057 0,142 0,122 -0,024 -- 
Volumen [ml] 

p 0,706 0,348 0,420 0,873 0,934 

r 0,346* 0,173 -0,306* -0,061 -- 
pH-Wert 

p 0,019 0,249 0,038 0,688 0,686 

r 0,064 0,128 0,207 -0,059 -- 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,670 0,395 0,168 0,695 0,491 

r 0,095 0,084 -0,095 0,022 -- 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,530 0,578 0,531 0,885 0,681 

r -0,021 -0,010 -0,046 0,119 -- 
Globalmotilität vor [%] 

p 0,890 0,949 0,761 0,431 0,914 

r 0,204 0,211 -0,001 -0,206 -- 
Globalmotilität nach [%] 

p 0,175 0,160 0,997 0,169 0,507 

r -0,102 -0,122 -0,157 -0,033 -- Progressivmotilität vor 
[%] p 0,498 0,421 0,298 0,829 0,287 

r 0,195 0,186 -0,089 -0,322* -- Progressivmotilität nach 
[%] p 0,194 0,216 0,558 0,029 0,478 

r -0,141 -0,126 0,071 0,076 -- Eosintest vor  
[% tote Spermien] p 0,350 0,406 0,640 0,614 0,394 

r -0,337* -0,297* 0,105 0,218 -- HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,024 0,047 0,493 0,151 0,650 

r -0,207 -0,293 -0,242 0,187 -- HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,207 0,071 0,138 0,254 0,783 

r 0,031 -0,005 -0,066 0,010 -- Morphologie vor  
[% normal] p 0,838 0,973 0,666 0,948 0,708 

r 0,025 -0,027 -0,114 -0,024 -- Morphologie nach  
[% normal] p 0,873 0,866 0,473 0,882 0,963 

1Die 3 Patientinnen, bei denen kein Transfer stattfand, werden nicht berücksichtigt. * Die Korrelation 
ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 
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Tabelle 4-19: Korrelationen zwischen den Spermiogrammparametern und den Befruchtungs- und 
Schwangerschaftsresultaten im IVF-Kollektiv (n=31) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 
Spermio- 
grammparameter 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate  

[%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften1  

[ja n=7, nein 
n=22] 

r 0,030 0,124 0,266 0,031 -- 
Volumen [ml] 

p 0,874 0,505 0,147 0,867 0,402 

r 0,320 0,148 -0,301 -0,175 -- 
pH-Wert 

p 0,079 0,428 0,100 0,345 0,489 

r 0,112 0,247 0,465** -0,002 -- 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,547 0,180 0,008 0,990 0,668 

r -0,027 -0,028 -0,127 -0,120 -- 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,887 0,880 0,495 0,522 0,589 

r -0,128 -0,087 0,075 0,260 -- 
Globalmotilität vor [%] 

p 0,492 0,641 0,686 0,158 0,740 

r 0,192 0,293 0,352 -0,157 -- 
Globalmotilität nach [%] 

p 0,301 0,110 0,052 0,399 0,862 

r -0,135 -0,113 -0,082 -0,007 -- Progressivmotilität vor 
[%] p 0,470 0,545 0,662 0,971 0,772 

r 0,272 0,293 0,085 -0,340 -- Progressivmotilität nach 
[%] p 0,139 0,110 0,651 0,061 0,941 

r -0,172 -0,191 -0,099 0,052 -- Eosintest vor  
[% tote Spermien] p 0,354 0,302 0,598 0,781 0,386 

r -0,263 -0,223 -0,019 0,243 -- HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,153 0,228 0,919 0,187 0,439 

r -0,114 -0,227 -0,284 0,101 -- HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,556 0,235 0,135 0,601 0,009** 

r -0,011 -0,063 -0,112 -0,042 -- Morphologie vor  
[% normal] p 0,953 0,738 0,550 0,822 0,294 

r -0,045 -0,106 -0,129 -0,032 -- Morphologie nach  
[% normal] p 0,821 0,591 0,514 0,870 0,448 

1Die 2 Patientinnen, bei denen kein Transfer stattfand, werden nicht berücksichtigt. ** Die Korrelation 
ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

Für das in Tabelle 4-20 dargestellte ICSI-Kollektiv zeigen sich außer der bereits im Gesamt-

kollektiv beschriebenen leicht signifikanten positiven Korrelation zwischen dem pH-Wert und 

der Anzahl der entnommenen Eizellen (r=0,546, p=0,035) auch im Hinblick auf eingetretene 

Schwangerschaften sonst keinerlei signifikante Ergebnisse. 
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Positive (nicht signifikante) Korrelationen bestehen im ICSI-Kollektiv unter anderem zwi-

schen der Befruchtungsrate und dem Eosin- und HOS-Test vor Aufbereitung sowie der 

Morphologie vor und nach Aufbereitung. 

Tabelle 4-20: Korrelationen zwischen den Spermiogrammparametern und den Befruchtungs- und 
Schwangerschaftsresultaten im ICSI-Kollektiv (n=15) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 
Spermio- 
grammparameter 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate  

[%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften1  

[ja n=7, nein 
n=7] 

r 0,073 0,143 -0,076 -0,078 -- 
Volumen [ml] 

p 0,795 0,610 0,789 0,782 0,441 

r 0,546* 0,354 -0,423 0,152 -- 
pH-Wert 

p 0,035 0,196 0,116 0,590 0,350 

r -0,188 -0,249 -0,013 -0,030 -- 
Dichte vor [Mio/ml] 

p 0,503 0,370 0,965 0,916 0,204 

r 0,360 0,328 -0,040 0,241 -- 
Dichte nach [Mio/ml] 

p 0,188 0,232 0,887 0,386 0,876 

r 0,128 0,059 -0,176 -0,026 -- 
Globalmotilität vor [%] 

p 0,648 0,835 0,529 0,927 0,922 

r 0,042 -0,193 -0,458 -0,163 -- 
Globalmotilität nach [%] 

p 0,882 0,491 0,086 0,561 0,710 

r -0,096 -0,201 -0,235 -0,036 -- Progressivmotilität vor 
[%] p 0,733 0,473 0,399 0,900 0,485 

r -0,252 -0,357 -0,354 -0,197 -- Progressivmotilität nach 
[%] p 0,364 0,191 0,196 0,481 0,661 

r 0,061 0,166 0,295 0,031 -- Eosintest vor  
[% tote Spermien] p 0,829 0,554 0,286 0,913 0,888 

r -0,432 -0,381 0,241 0,110 -- HOS-Test vor  
[% geschädigt] p 0,122 0,179 0,406 0,708 0,467 

r -0,613 -0,524 -0,312 0,053 -- HOS-Test nach  
[% geschädigt] p 0,059 0,120 0,380 0,885 0,723 

r 0,149 0,182 0,118 0,203 -- Morphologie vor  
[% normal] p 0,611 0,533 0,688 0,486 0,382 

r 0,102 0,109 0,147 0,152 -- Morphologie nach  
[% normal] p 0,728 0,710 0,617 0,604 0,729 

1Die Patientin, bei der kein Transfer stattfand, wird nicht berücksichtigt. * Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 
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In Abbildung 4-10 wird die im Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv negative Korrelation zwi-

schen der prozentualen Schädigung der Spermien im HOS-Test nach Aufbereitung und der 

Befruchtungsrate nochmals graphisch dargestellt. 
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Abbildung 4-10: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Befruchtungsrate und 
den geschädigten Spermien im HOS-Test nach Aufbereitung im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- 

und ICSI-Kollektiv 

4.6 Zusammenhang zwischen der DNA-Integrität und den Befruch-
tungs- und Schwangerschaftsresultaten 

Bei Betrachtung der in Tabelle 4-21 für das Gesamtkollektiv dargestellten Zusammenhänge 

zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Befruchtungs- und Schwangerschafts-

resultaten lassen sich außer einer leicht signifikanten negativen Korrelation zwischen der 

TUNEL-Färbung nach Aufbereitung und der Anzahl der befruchteten Eizellen (r=-0,301, 

p=0,044) keinerlei sonstige signifikante Ergebnisse erkennen. Die Befruchtungsrate korreliert 

außer mit der AO-Färbung nach Aufbereitung mit den übrigen durch die Färbungen zum 

Ausdruck gebrachten Schädigungen der DNA-Integrität durchweg negativ. 
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Tabelle 4-21: Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Befruchtungs- und 
Schwangerschaftsresultaten im Gesamtkollektiv (n=46) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 

Färbungen 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate [%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften  

[ja n=14, nein 
n=29] 

r 0,008 -0,079 -0,222 -0,018 -- CMA3 vor  
[% Dekondensation] p 0,960 0,600 0,138 0,905 0,479 

r 0,077 -0,022 -0,188 0,026 -- CMA3 nach  
[% Dekondensation] p 0,616 0,888 0,217 0,865 0,635 

r -0,085 -0,098 -0,182 -0,023 -- AO vor  
[% Denaturierung] p 0,594 0,537 0,249 0,883 0,428 

r 0,141 0,142 0,042 -0,130 -- AO nach  
[% Denaturierung] p 0,373 0,370 0,790 0,411 0,479 

r -0,149 -0,212 -0,263 0,043 -- TUNEL vor  
[% Apoptose] p 0,323 0,158 0,077 0,778 0,187 

r -0,282 -0,301* -0,179 -0,122 -- TUNEL nach  
[% Apoptose] p 0,061 0,044 0,240 0,426 0,849 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Im IVF-Kollektiv (Tabelle 4-22) zeigen sich im Hinblick auf die Befruchtungsrate ausschließ-

lich negative Korrelationen gegenüber den einzelnen Färbungen, wobei zwischen der CMA3-

Färbung vor Aufbereitung und der Befruchtungsrate (r=-0,482, p=0,006) eine stark signifikan-

te Korrelation besteht. Weitere leicht signifikante negative Korrelationen ergeben sich 

zwischen der TUNEL-Färbung nach Aufbereitung und der Anzahl der entnommenen (r=-

0,377, p=0,037) sowie der befruchteten Eizellen (r=-0,355, p=0,050). Im Vergleich zwischen 

den Schwangeren und Nicht-Schwangeren bestehen für die einzelnen Färbungen wiederum 

keine signifikanten Unterschiede. 

Tabelle 4-23 liefert für das ICSI-Kollektiv keine signifikanten Zusammenhänge zwischen den 

Parametern der DNA-Integrität und den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten. Die 

nicht signifikanten Korrelationen zwischen der Befruchtungsrate und den jeweiligen Färbun-

gen besitzen außer für die CMA3-Färbung vor und die AO-Färbung nach Aufbereitung ein 

negatives Vorzeichen. 
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Tabelle 4-22: Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Befruchtungs- und 
Schwangerschaftsresultaten im IVF-Kollektiv (n=31) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 

Färbungen 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate [%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften  

[ja n=7, nein 
n=22] 

r -0,119 -0,259 -0,482** -0,183 -- CMA3 vor  
[% Dekondensation] p 0,523 0,160 0,006 0,326 0,256 

r 0,090 -0,045 -0,352 -0,101 -- CMA3 nach  
[% Dekondensation] p 0,629 0,810 0,052 0,588 0,711 

r -0,111 -0,123 -0,205 -0,100 -- AO vor  
[% Denaturierung] p 0,568 0,526 0,286 0,605 0,482 

r 0,234 0,216 -0,007 0,018 -- AO nach  
[% Denaturierung] p 0,222 0,260 0,970 0,926 0,637 

r -0,177 -0,250 -0,291 -0,021 -- TUNEL vor  
[% Apoptose] p 0,340 0,175 0,112 0,909 0,163 

r -0,377* -0,355* -0,054 0,080 -- TUNEL nach  
[% Apoptose] p 0,037 0,050 0,775 0,668 0,751 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

Tabelle 4-23: Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-Integrität und den Befruchtungs- und 
Schwangerschaftsresultaten im ICSI-Kollektiv (n=15) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 

Färbungen 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate [%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften  

[ja n=7, nein 
n=7] 

r 0,333 0,328 0,049 0,141 -- CMA3 vor  
[% Dekondensation] p 0,225 0,232 0,861 0,615 0,099 

r 0,263 0,217 -0,112 0,156 -- CMA3 nach  
[% Dekondensation] p 0,364 0,232 0,702 0,595 0,804 

r 0,096 0,092 -0,146 0,191 -- AO vor  
[% Denaturierung] p 0,755 0,766 0,633 0,532 1,000 

r -0,105 -0,054 0,122 -0,497 -- AO nach  
[% Denaturierung] p 0,733 0,862 0,690 0,084 0,434 

r -0,060 -0,103 -0,247 0,138 -- TUNEL vor  
[% Apoptose] p 0,831 0,715 0,376 0,625 0,639 

r -0,063 -0,188 -0,407 -0,492 -- TUNEL nach  
[% Apoptose] p 0,829 0,520 0,149 0,074 0,646 
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Die folgenden Abbildungen 4–11 und 4–12 dienen der graphischen Veranschaulichung der 

im Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv überwiegend negativen Korrelationen zwischen den mit 

Hilfe der verschiedenen Färbemethoden dargestellten Schädigungen der DNA-Integrität und 

der Befruchtungsrate. 
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Abbildung 4-11: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Befruchtungsrate und 
der CMA3-Färbung vor Aufbereitung im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 
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Abbildung 4-12: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Befruchtungsrate und 
der TUNEL-Färbung vor Aufbereitung im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 

4.7 Zusammenhang zwischen den Oxidantien-/ Antioxidantien-
konzentrationen und den Befruchtungs- und Schwanger-
schaftsresultaten 

Zuletzt folgt noch die Darstellung bestehender Zusammenhänge zwischen den im Semi-

nalplasma bestimmten Oxidantien- bzw. Antioxidantienkonzentrationen und den klinisch 

bedeutsamen Resultaten von Befruchtung und Schwangerschaft. 

Die in Tabelle 4-24 abgebildete Übersicht der Ergebnisse des Gesamtkollektivs zeigt eine 

stark signifikante positive Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der Befruch-

tungsrate (r=0,377, p=0,010) sowie weitere signifikante Korrelationen zwischen der ROS-

Konzentration und der Anzahl der entnommenen Eizellen (r=-0,324, p=0,028), der GPX-

Aktivität und der Befruchtungsrate (r=-0,300, p=0,048) und zwischen der GR-Aktivität und 

der Anzahl an entnommenen (r=0,369, p=0,023) sowie an befruchteten Eizellen (r=0,376, 

p=0,020). Für den Vergleich zwischen den im Hinblick auf eine eingetretene Schwanger-

schaft erfolgreich und den nicht erfolgreich behandelten Patientenpaaren ergeben sich für 

die einzelnen oxidativen und antioxidativen Parameter keine signifikanten Unterschiede. 



4 Ergebnisse 109 

Tabelle 4-24: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Semi-
nalplasma und den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten im Gesamtkollektiv (n=46) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 
Konzentrati- 
onen / Enzym- 
aktivitäten im  
Seminalplasma 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate [%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften  

[ja n=14, nein 
n=29] 

r -0,324* -0,163 0,377** 0,025 -- 
ROS [µmol/l] 

p 0,028 0,279 0,010 0,872 0,364 

r -0,109 -0,055 0,077 0,289 -- 
TAS [mmol/l] 

p 0,469 0,717 0,613 0,051 0,938 

r -0,125 -0,088 -0,009 -0,131 -- 
ROS/TAS 

p 0,408 0,563 0,950 0,387 0,486 

r 0,191 0,020 -0,300* -0,170 -- 
GPX [U/l] 

p 0,215 0,899 0,048 0,269 0,145 

r 0,369* 0,376* 0,085 -0,126 -- 
GR [U/l] 

p 0,023 0,020 0,611 0,452 0,812 

r -0,163 -0,169 -0,044 -0,113 -- 
SOD [U/ml] 

p 0,278 0,261 0,773 0,454 0,758 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. ** Die Korrelation ist auf dem 
Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant. 

Im IVF-Kollektiv (Tabelle 4-25) zeigt sich wiederum eine signifikante positive Korrelation 

zwischen der ROS-Konzentration und der Befruchtungsrate (r=0,380, p=0,035) sowie eine 

negative Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der Anzahl der entnommenen 

Eizellen (r=-0,418, p=0,019). Auch im Hinblick auf die Schwangerschaftsresultate lassen sich 

ansonsten keine weiteren signifikanten Korrelationen erkennen. 
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Tabelle 4-25: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Semi-
nalplasma und den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten im IVF-Kollektiv (n=31) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 
Konzentrati- 
onen / Enzym- 
aktivitäten im  
Seminalplasma 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate [%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften  

[ja n=7, nein 
n=22] 

r -0,418* -0,256 0,380* 0,347 -- 
ROS [µmol/l] 

p 0,019 0,164 0,035 0,056 0,503 

r -0,095 -0,081 -0,066 0,223 -- 
TAS [mmol/l] 

p 0,610 0,666 0,724 0,227 0,635 

r -0,156 -0,097 0,074 -0,043 -- 
ROS/TAS 

p 0,402 0,602 0,691 0,816 0,120 

r 0,117 -0,072 -0,341 -0,057 -- 
GPX [U/l] 

p 0,536 0,706 0,065 0,766 0,289 

r 0,275 0,340 0,194 -0,142 -- 
GR [U/l] 

p 0,183 0,096 0,353 0,497 0,642 

r -0,192 -0,214 -0,040 -0,125 -- 
SOD [U/ml] 

p 0,300 0,247 0,831 0,504 0,271 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Auch für das ICSI-Kollektiv (Tabelle 4-26) besteht die im Gesamt- und IVF-Kollektiv bereits 

beschriebene signifikante positive Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der 

Befruchtungsrate (r=0,518, p=0,048). Zudem finden sich weitere leicht signifikante Korrelati-

onen zwischen der ROS-Konzentration und der Anzahl an transferierten Eizellen (r=-0,538, 

p=0,038) sowie zwischen der GR-Aktivität und der Anzahl an entnommenen Eizellen 

(r=0,608, p=0,028). Im Hinblick auf die ROS-Konzentration ergibt sich außerdem für den 

Vergleich zwischen Schwangeren und Nicht-Schwangeren ein leicht signifikanter Unter-

schied (p=0,050), wobei in der Gruppe der Schwangeren die Konzentration an freien 

Radikalen etwas höher ist als bei den Nicht-Schwangeren (Abbildung 4-13). 
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Tabelle 4-26: Korrelationen zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Semi-
nalplasma und den Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultaten im ICSI-Kollektiv (n=15) 

         Parameter zu Befruch- 
                tung und Schwan- 
                               gerschaft 
Konzentrati- 
onen / Enzym- 
aktivitäten im  
Seminalplasma 

Entnommene 
Eizellen  

[n] 

Befruchtete 
Eizellen  

[n] 

Befruch-
tungsrate [%] 

Transferierte 
Eizellen  

[n] 

Schwanger-
schaften  

[ja n=7, nein 
n=7] 

r -0,212 -0,024 0,518* -0,538* -- 
ROS [µmol/l] 

p 0,448 0,931 0,048 0,038 0,050* 

r -0,179 -0,021 0,321 0,427 -- 
TAS [mmol/l] 

p 0,523 0,941 0,244 0,112 0,794 

r -0,039 -0,060 -0,181 -0,314 -- 
ROS/TAS 

p 0,891 0,831 0,518 0,255 0,993 

r 0,310 0,210 -0,008 -0,501 -- 
GPX [U/l] 

p 0,281 0,470 0,979 0,068 0,793 

r 0,608* 0,448 -0,084 -0,053 -- 
GR [U/l] 

p 0,028 0,125 0,784 0,863 0,766 

r -0,228 -0,154 0,054 0,004 -- 
SOD [U/ml] 

p 0,414 0,583 0,847 0,988 0,504 

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant. 

Die folgenden Abbildungen dienen der graphischen Darstellung und Veranschaulichung von 

bestehenden Zusammenhängen im Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv zwischen den oxidati-

ven bzw. antioxidativen Parametern des Seminalplasmas und den Befruchtungs- und 

Schwangerschaftsresultaten.  
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Abbildung 4-13: Boxplotdarstellung der ROS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen 
Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) 
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Abbildung 4-14 stellt die bereits beschriebene in allen drei Kollektiven signifikante positive 

Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der Befruchtungsrate dar. 
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Abbildung 4-14: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Befruchtungsrate und 
der ROS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 

Die gruppierte Boxplotdarstellung in Abbildung 4-15 zeigt ebenfalls eine etwas höhere ROS-

Konzentration bei den Männern, deren Frauen schwanger geworden sind. Im Hinblick auf 

das jeweils angewandte Therapieverfahren weisen die Patienten, deren Frauen unter der 

ICSI-Behandlung nicht schwanger geworden sind, die im Durchschnitt niedrigste ROS-

Konzentration auf. 
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Abbildung 4-15: Boxplotdarstellung der ROS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen 
Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) gruppiert nach Therapieverfahren (IVF: 

schwanger n=7, nicht schwanger n=22; ICSI: schwanger n=7, nicht schwanger n=7) 

Zwischen der TAS-Konzentration und der Befruchtungsrate lässt sich lediglich im ICSI-

Kollektiv eine leichte (nicht signifikante) positive Korrelation erkennen (Abbildung 4-16). 
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Abbildung 4-16: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Befruchtungsrate und 
der TAS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 

Die Abbildungen 4–17 und 4–18 liefern im Vergleich der Schwangeren mit den Nicht-

Schwangeren für die TAS-Konzentration keine signifikanten Unterschiede. Für die Patien-

tenpaare, bei denen unter IVF-Therapie eine Schwangerschaft eingetreten ist, zeigt sich in 
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Abbildung 4-18 verglichen mit den übrigen Paaren eine im Durchschnitt etwas höhere TAS-

Konzentration. 
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Abbildung 4-17: Boxplotdarstellung der TAS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen 
Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) 
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Abbildung 4-18: Boxplotdarstellung der TAS-Konzentration im Seminalplasma im Vergleich zwischen 
Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) gruppiert nach Therapieverfahren (IVF: 

schwanger n=7, nicht schwanger n=22; ICSI: schwanger n=7, nicht schwanger n=7) 

Zwischen dem in Abbildung 4-19 dargestellten ROS/TAS-Quotienten und der Befruchtungs-

rate lässt sich für das IVF-Kollektiv eine sehr geringe positive Korrelation beobachten, 

während im ICSI-Kollektiv eine deutliche negative Korrelation zu erkennen ist. Dieses 

Ergebnis führt zur Relativierung der in allen drei Kollektiven signifikanten positiven Korrelati-

on zwischen der alleinigen ROS-Konzentration und der Befruchtungsrate (Abbildung 4-14). 
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Abbildung 4-19: Streudiagramm zur Darstellung der Korrelation zwischen der Befruchtungsrate und 
dem ROS/TAS-Quotienten im Vergleich zwischen Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv 

Die einfache Boxplotdarstellung des ROS/TAS-Quotienten im Vergleich zwischen den 

Schwangeren und Nicht-Schwangeren (Abbildung 4-20) liefert keinen signifikanten Unter-

schied. Lediglich die dargestellten „Ausreißer“ erreichen in der Gruppe der Nicht-

Schwangeren die höheren Werte. 
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Abbildung 4-20: Boxplotdarstellung des ROS/TAS-Quotienten im Vergleich zwischen Schwangeren 
(n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) 
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Die nach dem jeweiligen Therapieverfahren gruppierte Abbildung 4-21 zeigt für die Nicht-

Schwangeren eine etwas höhere GPX-Aktivität, wobei diese in der IVF-Gruppe nochmals 

etwas höher liegt als in der ICSI-Gruppe. 
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Abbildung 4-21: Boxplotdarstellung der Glutathionperoxidaseaktivität im Seminalplasma im Vergleich 
zwischen Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) gruppiert nach Therapieverfahren 

(IVF: schwanger n=7, nicht schwanger n=22; ICSI: schwanger n=7, nicht schwanger n=7) 

Die Enzymaktivitäten der Glutathionreduktase (Abbildung 4-22) und der Superoxiddismutase 

(Abbildung 4-23) weisen im Vergleich der Schwangeren mit den Nicht-Schwangeren sowie 

auch zwischen IVF- und ICSI-Kollektiv keine richtungweisenden Unterschiede auf. 
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Abbildung 4-22: Boxplotdarstellung der Glutathionreduktaseaktivität im Seminalplasma im Vergleich 
zwischen Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) gruppiert nach Therapieverfahren 

(IVF: schwanger n=7, nicht schwanger n=22; ICSI: schwanger n=7, nicht schwanger n=7) 
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Abbildung 4-23: Boxplotdarstellung der Superoxiddismutaseaktivität im Seminalplasma im Vergleich 
zwischen Schwangeren (n=14) und Nicht-Schwangeren (n=29) gruppiert nach Therapieverfahren 

(IVF: schwanger n=7, nicht schwanger n=22; ICSI: schwanger n=7, nicht schwanger n=7) 

 





 

5 Diskussion 

Die nachfolgende Diskussion wird aufgrund der Vielzahl und der Komplexität der Daten und 

gewonnenen Ergebnisse der vorliegenden Dissertation zur strukturierten Darstellung analog 

zur bisherigen Systematik nochmals untergliedert. Dabei werden zunächst wieder die 

Spermiogrammparameter, dann die Parameter zur DNA-Integrität und zuletzt die Oxidantien- 

und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma betrachtet. 

Entsprechend der unter 2.3 formulierten Eigenen Fragestellung der Arbeit werden die 

einzelnen Parameter sowohl im Hinblick auf ihre gegenseitige Beeinflussung, im Bezug auf 

die Fertilisations- und Schwangerschaftsresultate als auch im Vergleich zwischen IVF- und 

ICSI-Therapiegruppe beurteilt und diskutiert. Die Diskussion beinhaltet den Vergleich der 

eigenen Daten mit Erkenntnissen aus anderen bereits veröffentlichten Untersuchungen und 

Studien. 

5.1 Spermiogrammparameter 

Die in dieser Arbeit untersuchten Ejakulatproben zeigen im Hinblick auf die unter 4.1.1 

dargestellten Spermiogrammparameter vor allem für die Motilität, die Vitalität und die 

normale Morphologie der Spermien deutlich reduzierte, von der von der WHO definierten 

Norm abweichende Werte. Wie bei Betrachtung der Indikationsstellung einer Therapie mit 

ICSI zu erwarten, ergeben sich auch für das ICSI-Patientenkollektiv der vorliegenden Studie 

signifikant schlechtere Ergebnisse bei den Spermiogrammparametern im Vergleich zur IVF-

Gruppe, insbesondere für die Parameter Dichte, Motilität, Vitalität und Morphologie.  

Aus den unter 4.5 dargestellten Korrelationen lassen sich keine eindeutigen Zusammenhän-

ge zwischen den einzelnen Spermiogrammparametern und den Fertilisations- und Schwan-

gerschaftsresultaten erkennen. Lediglich im IVF-Kollektiv zeigen sich eine signifikante 

positive Korrelation zwischen der Dichte und der Befruchtungsrate (p=0,008) sowie eine 

signifikant höhere Vitalität bei den Männern, deren Frauen schwanger geworden sind 

(p=0,009). Die Tendenz, dass mit abnehmender Vitalität der Spermien auch die Befruch-

tungsrate geringer wird, ist in allen Kollektiven (Gesamt-, IVF- und ICSI-Kollektiv) erkennbar.  

Auch in der Literatur herrscht dementsprechend Konsens darüber, dass die Standardsper-

miogrammparameter insgesamt ungeeignet sind, eine erfolgreiche Schwangerschaft nach 

IVF oder ICSI vorherzusagen [Nagy, 1995; Novero, 1997; Paasch, 2007].  
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5.2 DNA-Integrität 

An der Entstehung von DNA-Fragmentationen, d.h. von Einzel- oder Doppelstrangbrüchen 

der DNA und damit von Störungen der DNA-Integrität können zahlreiche Faktoren und 

Prozesse beteiligt sein, deren genaue Mechanismen noch nicht vollständig geklärt sind und 

die letztlich zu den mit den unterschiedlichsten Methoden nachweisbaren DNA-

Fragmentationen in ejakulierten Spermatozoen führen. Die Spermatogenese ist ein komple-

xer Prozess, dessen Ablauf von chromosomalen Anomalien, Veränderungen auf DNA-Ebene 

und äußeren Einflüssen gestört werden kann [Seli, 2005]. Intratestikulär kann es bis zur 

finalen Chromatinkondensation zu DNA-Fragmentationen kommen [Sailer, 1995] mit dem 

Ergebnis einer DNA-Struktur, die nicht zur Entwicklung gesunden neuen Lebens führt 

[Evenson, 2002]. Verschiedene Studien weisen sogar daraufhin, dass selbst nach erfolgrei-

chem Abschluss der Chromatinkondensation noch DNA-Fragmentierungen durch freie 

Sauerstoffradikale [Aitken, 1998] oder apoptotische Prozesse [Gorczyca, 1993b] möglich 

sind. [Paasch, 2007] 

Laut Paasch et al. werden derzeit drei Theorien zur Entstehung der DNA-Fragmentation 

favorisiert: Defekte in der Chromatinkondensation, Apoptose und oxidativer Stress [Paasch, 

2007]. Alvarez geht davon aus, dass posttestikulär zusätzliche Schäden verursacht werden 

können durch reaktive Sauerstoffspezies, die Reaktivierung von Caspasen, Radio- und 

Chemotherapie sowie durch Lifestyle-Faktoren wie Rauchen, Adipositas, Haschisch- und 

Medikamentenkonsum und durch chronische Wärmeapplikation [Alvarez, 2005].  

Den vielfältigen Bestimmungsmöglichkeiten der DNA-Fragmentation bzw. der DNA-Integrität 

ist nach einer Studie von Chohan et al. gemeinsam, dass sie mit unterschiedlicher Sensitivi-

tät und Spezifität an Spermatozoen DNA-Veränderungen nachweisen, die in Beziehung zur 

männlichen Fertilität stehen [Chohan, 2006].  

Die unter 4.1.2 dargestellten Untersuchungen zur DNA-Integrität menschlicher Spermato-

zoen, die in der vorliegenden Dissertation mit Hilfe dreier Fluoreszenzfärbungen erfolgt sind, 

die im Einzelnen den Chromatinkondensationsstatus (CMA3-Färbung), die DNA-

Denaturierung (AO-Färbung) und den Apoptosegrad der Spermatozoen-DNA (TUNEL-Test) 

abbilden, zeigen insgesamt einen im Durchschnitt eher geringen Schädigungsgrad an. So 

liegt der prozentuale Anteil an geschädigter Spermatozoen-DNA pro Ejakulat bei allen drei 

Nachweismethoden mit einer DNA-Schädigung < 20 %, bei der AO-Färbung sogar < 10 % 

deutlich unterhalb des von Evenson et al. postulierten Schwellenwertes von 30 % Spermien 

im Ejakulat mit fragmentierter DNA, oberhalb dessen die Wahrscheinlichkeit für den Eintritt 



5 Diskussion 121 

einer Schwangerschaft auf natürlichem Wege progressiv abnehmen soll [Evenson, 1999]. 

Von einer normwertigen Ejakulatprobe kann nach Evenson et al. also ausgegangen werden, 

wenn nicht mehr als 30 % der Zellen fragmentierte DNA aufweisen [Evenson, 1999].  

Der hier nachgewiesene relativ geringe Schädigungsgrad kann mangels fertiler Kontrollgrup-

pe allerdings nicht in direktem Vergleich zu zahlreichen anderen Studien gesehen werden, 

die unter Anwendung nahezu aller verfügbaren Testmethoden gezeigt haben, dass Infertili-

tätspatienten jeweils höhere Raten fragmentierter DNA aufweisen [Paasch, 2007]. Baccetti et 

al. finden unter Verwendung des TUNEL-Tests beispielsweise eine stufenweise Zunahme 

von apoptotischen Spermien in unterschiedlichen Patientenkollektiven vor, beginnend mit 

gerade 0,1 % apoptotischen Zellen in einer fertilen Kontrollgruppe über Patienten mit 

Varikozelen oder Infektionen mit etwa 10 % apoptotischen Spermien, Patienten mit Kryptor-

chismus mit einer 20-prozentigen Apoptoserate bis hin zu Seminom-Patienten mit einer 

Apoptoserate von 50 % [Baccetti, 1996]. Ähnliche Ergebnisse liefern Gandini et al., die eine 

signifikant geringere Apoptoserate in den Ejakulaten gesunder Männer im Vergleich zu 

Patienten mit Oligoasthenoteratozoospermie, Morbus Hodgkin oder Hodenkrebs nachweisen 

[Gandini, 2000]. Mehrere Autoren postulieren zudem die DNA-Fragmentation als unabhängi-

gen, mit den konventionellen Verfahren nicht zu detektierenden prädiktiven Parameter für die 

männliche Infertilität [Host, 1999a, b; Host, 2000; Saleh, 2002c; Sergerie, 2005].  

Im Gegensatz dazu zeigt Lorenz in seiner Dissertation zum Thema Oxidantien, Antioxidan-

tien und DNA-Integrität bei subfertilen Männern ebenfalls unter Verwendung der CMA3-, der 

AO- und der TUNEL-Färbung einen im Vergleich zur vorliegenden Arbeit teilweise noch 

geringeren Schädigungsgrad der DNA-Integrität auf. So liegt die von Lorenz beobachtete 

Apoptoserate nach Anwendung des TUNEL-Tests nur bei etwa 5 %. [Lorenz, 2005] 

Die Gegenüberstellung von IVF- und ICSI-Therapiegruppe liefert wiederum für die Männer 

der Patientinnen, die mittels ICSI behandelt wurden, in allen drei Färbungen die höheren 

prozentualen DNA-Schädigungen, signifikant jedoch nur in der CMA3-Färbung (p=0,028).  

Bei Betrachtung der unter 4.2 aufgeführten Korrelationen zwischen der DNA-Integrität und 

den Spermiogrammparametern wird insgesamt deutlich, dass eine hohe DNA-Integrität bzw. 

geringe DNA-Schädigungen mit normwertigen bzw. sich den Normalwerten der WHO 

annähernden Spermiogrammparametern verbunden sind. Statistisch signifikant stellt sich 

dieser Zusammenhang vor allem in der CMA3-Färbung für die Dichte, die Motilität und die 

Vitalität dar. Unter Verwendung des TUNEL-Tests zeigt sich lediglich für die Dichte ein 

signifikanter Zusammenhang, während in der AO-Färbung keinerlei Signifikanzen im 
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Gesamtpatientenkollektiv erkennbar sind. Betrachtet man die einzelnen Kollektive getrennt 

voneinander, so bestehen im IVF-Kollektiv signifikante Zusammenhänge zwischen der 

Chromatindekondensation in der CMA3-Färbung und der Dichte sowie der Motilität. Zudem 

ergibt sich eine signifikante positive Korrelation zwischen der DNA-Denaturierung in der AO-

Färbung und dem pH-Wert. Weit weniger eindeutig stellen sich die Korrelationen im ICSI-

Kollektiv dar, welche lediglich zwischen den DNA-Schädigungen in der CMA3- und in der AO-

Färbung und der Vitalität signifikant sind, jedoch in ihrem Vorzeichen von dem im Gesamt- 

und IVF-Kollektiv abweichen.  

Die hier beobachteten allgemeinen Zusammenhänge entsprechen der überwiegenden 

Literaturmeinung, nach der die Frequenz von DNA-Fragmentationen positiv mit der Ver-

schlechterung der klassischen Spermiogrammparameter korreliert ist [Lopes, 1998a; 

Paasch, 2007]. Verschiedene Studien liefern den Nachweis, dass Spermatozoen aus 

Ejakulaten mit subnormaler Konzentration, Motilität oder Morphologie jeweils erhöhte Raten 

fragmentierter DNA besitzen [Kodama, 1997; Shen, 1999; Irvine, 2000; Tomlinson, 2001; 

Saleh, 2003]. Zini et al. weisen in Ejakulat-Untersuchungen infertiler Männer für die denatu-

rierte DNA den geringsten Variationskoeffizienten, gefolgt von der Motilität und der Konzent-

ration der Spermatozoen, nach [Zini, 2001]. Die häufig beschriebenen Zusammenhänge 

zwischen der DNA-Integrität und der Morphologie [Sterzik, 1989; Claassens, 1992; Duran, 

1998; Tesarik, 1998; Host, 1999b; Shen, 1999; Esterhuizen, 2000; Molina, 2001; Irvine, 

2000; Sakkas, 2002; Shen, 2002; Zini, 2002; Saleh, 2003] können in der vorliegenden Studie 

mit keiner der verwendeten Nachweismethoden signifikant bestätigt werden.  

Betrachtet man die verschiedenen Färbemethoden getrennt voneinander, so zeigen sich die 

meisten Signifikanzen in der CMA3-Färbung, gefolgt vom TUNEL-Test, wobei vor allem für 

die Dichte, gefolgt von der Motilität und der Vitalität signifikante positive Korrelationen zur 

DNA-Integrität auffallen. Unter Verwendung der AO-Färbung ergeben sich im Gesamtkollek-

tiv keine signifikanten Zusammenhänge mit den Spermiogrammparametern.  

Diese weniger eindeutigen Ergebnisse in der AO-Färbung stehen im Gegensatz zu zahlrei-

chen früheren Untersuchungen, die mit Hilfe der Acridine Orange Färbung signifikante 

Korrelationen vor allem zur Spermienmorphologie, zur Motilität und auch zur Dichte aufzei-

gen [Sterzik, 1989; Claassens, 1992; Angelopoulos, 1998; Duran, 1998; Zini, 2002]. Ent-

sprechend den hier gezeigten Ergebnissen und entgegen den beschriebenen Untersuchun-

gen sehen Hoshi et al. sowie Eggert-Kruse et al. keinen Zusammenhang zwischen der in der 

AO-Färbung dargestellten DNA-Denaturierung und den Spermiogrammparametern [Eggert-
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Kruse, 1996; Hoshi, 1996]. Eggert-Kruse et al. stellen die AO-Färbung zudem als klinisch 

nicht brauchbaren Test zum Infertilitätsscreening heraus [Eggert-Kruse, 1996].  

Außer für die Morphologie entsprechen die in dieser Arbeit unter Verwendung der CMA3-

Färbung erzielten Ergebnisse im Wesentlichen den Studien von Lorenz, Molina und Tomlin-

son et al., die ebenfalls mittels CMA3-Färbung signifikante positive Zusammenhänge 

zwischen der DNA-Integrität und den Spermiogrammparametern Dichte, Motilität, Vitalität 

und Morphologie nachweisen [Molina, 2001; Tomlinson, 2001; Lorenz, 2005]. Spano sowie 

Hashimoto et al. sehen dagegen keinen Zusammenhang zwischen dem Chromatinkonden-

sationsstatus und den klassischen Spermiogrammparametern [Spano, 2000; Hashimoto, 

2003]. Die im TUNEL-Test nachweisbaren signifikanten negativen Korrelationen zwischen 

einer erhöhten Apoptoserate und insbesondere der Dichte werden von Sun, Oosterhuis 

sowie von Sakkas et al. in ihren Untersuchungen bestätigt [Sun, 1997; Oosterhuis, 2000; 

Sakkas, 2002]. Des Weitern zeigen mehrere Autoren signifikante Zusammenhänge zwischen 

einer erhöhten Apoptoserate und anderen Spermiogrammparametern wie der Motilität [Sun, 

1997; Shen, 2002; Piasecka, 2003] oder der Morphologie [Tesarik, 1998; Host, 1999b; 

Sakkas, 2002; Shen, 2002]. Im Gegensatz dazu stehen die Erkenntnisse von Ricci und 

Carrell et al., die keinerlei Zusammenhänge zwischen der Apoptoserate und den Spermi-

ogrammparametern aufzeigen [Ricci, 2002; Carrell, 2003]. Carrell et al. beschreiben 

allerdings eine Verbindung zwischen erhöhten Apoptoseraten und ungeklärten Abort-Fällen 

[Carrell, 2003].  

Die unter 4.4 dargestellten Untersuchungen zu bestehenden Zusammenhängen zwischen 

der DNA-Integrität und den in dieser Arbeit bestimmten oxidativen und antioxidativen 

Parametern liefern außer der in fast allen Kollektiven signifikanten negativen Korrelation 

zwischen der Chromatindekondensation in der CMA3-Färbung und der ROS-Konzentration 

sowie der in allen Kollektiven negativen, in der ICSI-Gruppe auch signifikanten Korrelation 

zwischen der Chromatindekondensation in der CMA3-Färbung und der SOD-Aktivität sonst 

keine eindeutigen Ergebnisse. Im ICSI-Kollektiv finden sich zudem zwei weitere signifikante 

positive Korrelationen zwischen der ROS-Konzentration sowie der GPX-Aktivität und der 

DNA-Denaturierung in der AO-Färbung, die in den beiden anderen Kollektiven allerdings 

nicht signifikanten negativen Korrelationen entsprechen. Nähere Erläuterungen hierzu finden 

sich im Abschnitt 5.3.  

Vergleicht man schließlich die Ergebnisse der DNA-Integrität mit den Befruchtungs- und 

Schwangerschaftsresultaten (siehe 4.6), so ist festzustellen, dass zwischen den Patienten-

paaren, bei denen eine Schwangerschaft eingetreten ist und denen, die im Hinblick auf eine 
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Schwangerschaft nicht erfolgreich waren, in allen Kollektiven keinerlei signifikante Unter-

schiede bezüglich der durch die verschiedenen Färbungen nachgewiesenen Schädigungen 

der DNA-Integrität bestehen. Die Befruchtungsrate zeigt jedoch in allen Kollektiven eine 

deutliche, wenn auch nur im IVF-Kollektiv bezüglich der CMA3-Färbung signifikante Tendenz 

dahingegen, dass mit zunehmendem Schädigungsgrad der DNA-Integrität unabhängig von 

der jeweils verwendeten Nachweismethode die Befruchtungsrate abnimmt.  

Wie in der Einleitung bereits beschrieben, existieren zum Thema der DNA-Integrität von 

Spermatozoen zahlreiche Untersuchungen und Studien, darunter einige aktuelle Übersichts-

arbeiten [Agarwal, 2005; O’Brien, 2005; Seli, 2005; Spano, 2005; Erenpreiss, 2006], die 

beinahe alle zur Erkenntnis gelangen, dass Schädigungen der DNA-Integrität das männliche 

Fertilitätspotential beeinträchtigen. Im Hinblick auf den Vorhersagewert der DNA-Integrität für 

den Erfolg einer Therapie mit IVF oder ICSI herrscht allerdings nicht zuletzt aufgrund der 

Vielfalt der verwendeten Testmethoden und damit auch aufgrund der schlechten direkten 

Vergleichbarkeit der einzelnen Studienergebnisse Uneinigkeit unter den Autoren [Zhongxi-

ang, 2006]. So gelangen einige Forscher in ihren Arbeiten zu dem sich ebenfalls in der 

vorliegenden Dissertation präsentierenden Ergebnis, dass die DNA-Integrität unter Anwen-

dung verschiedener Nachweisverfahren keinen Einfluss auf den Eintritt einer Schwanger-

schaft nach IVF und/oder ICSI hat [Gandini, 2004; Seli, 2004; Huang, 2005; Hammadeh, 

2006; Zhongxiang, 2006].  

Zhongxiang et al. zeigen in ihrer Metaanalyse, dass die DNA-Fragmentation der Spermato-

zoen unter Verwendung des TUNEL-Tests zwar signifikant negativ mit der klinischen 

Schwangerschaftsrate nach IVF korreliert, sie aber keinen Einfluss auf die Schwanger-

schaftsrate nach ICSI sowie auf die Fertilisationsraten nach IVF und ICSI hat; unter Verwen-

dung des SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) Tests, einer Nachweismethode, die die 

Suszeptibilität von Spermatozoen gegenüber einer Säuredenaturierung der DNA in situ nach 

Färbung mit Acridine Orange erfasst, ergeben sich weder nach IVF noch nach ICSI signifi-

kante Zusammenhänge zwischen der DNA-Fragmentation und der klinischen Schwanger-

schaftsrate [Zhongxiang, 2006]. Hammadeh et al. sehen ebenfalls unter Verwendung des 

TUNEL-Tests sowie der CMA3-Färbung keine signifikanten Unterschiede in der DNA-

Integrität zwischen den Patientenpaaren, bei denen eine Schwangerschaft eingetreten ist 

und denen, die nicht erfolgreich waren [Hammadeh, 2006].  

Im Gegensatz dazu stehen die Resultate zahlreicher anderer Studien, die unter Verwendung 

des TUNEL-Tests, der CMA3- und der AO-Färbung, des SCSA-Tests sowie einiger anderer 

Nachweismethoden sehr wohl einen Zusammenhang zwischen der DNA-Integrität und der 
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klinischen Schwangerschaftsrate nach IVF- oder ICSI-Therapie im Sinne einer signifikanten 

Abnahme der Schwangerschaftsrate bei Patienten mit einem hohen Grad an DNA-

geschädigten Spermien sehen [Larson, 2000; Tomlinson, 2001; Benchaib, 2003; Henkel, 

2003; Larson-Cook, 2003; Razavi, 2003; Henkel, 2004]. Evenson et al. sind beispielsweise 

der Meinung, dass mittels Acridine Orange angefärbte Spermatozoen mit nachweislich 

denaturierter DNA im SCSA-Test den besten Vorhersagewert für das Scheitern einer 

Schwangerschaft darstellen [Evenson, 1999]. Razavi et al. ziehen dagegen die CMA3-

Färbung als guten prädiktiven Parameter für den Erfolg einer ICSI-Therapie vor [Razavi, 

2003]. Die meisten der oben genannten Autoren bevorzugen allerdings zum Nachweis der 

DNA-Fragmentation den TUNEL- oder den SCSA-Test. So hat man in einer Kohortenstudie 

mit Hilfe des TUNEL-Tests ermittelt, dass für eine erfolgreiche Schwangerschaft – hier nach 

intrauteriner Insemination – die Fragmentationsrate im Mittel unter 7,3 % liegen muss, 

während bei Fragmentationsraten größer 12 % keine Schwangerschaft eintritt; mit steigen-

den Fragmentationsraten werden zudem Fehlgeburten häufiger [Duran, 2002]. Greco et al. 

sehen den klinischen Wert des TUNEL-Tests darin widergespiegelt, dass in ihrer Studie von 

2005 bei ICSI-Paaren unter Verwendung von Spermatozoen mit > 15 % TUNEL-Positivität 

eine 5,6-prozentige Schwangerschaftsrate gemessen wurde, bei den gleichen Paaren in der 

Wiederholung der ICSI im Falle eines positiven TUNEL-Tests von < 6 % die Schwanger-

schaftsrate aber auf 44,4 % stieg [Greco, 2005]. Nach Stahl et al. besteht zudem eine gute 

Vergleichbarkeit des TUNEL-Tests zum ebenfalls häufig angewandten SCSA-Test [Stahl, 

2006].  

Im Rahmen ihrer Arbeit von 1999, in der Ahmadi et al. eigentlich das Ziel verfolgten, den 

Zusammenhang zwischen DNA-geschädigten Spermatozoen und verminderter Fertilität 

aufzuzeigen und deshalb die Spermatozoen-DNA bewusst durch Bestrahlung vorschädigten, 

fanden sie im Hinblick auf die Fertilisationsraten keine signifikanten Unterschiede zur 

Kontrollgruppe mit nicht geschädigter Spermatozoen-DNA, wohl aber bezüglich der Embryo-

nalentwicklung, die bei den mit vorgeschädigter Spermatozoen-DNA fertilisierten Eizellen 

gestört war und zu einer erhöhten Rate an frühen Aborten geführt hat. Die Folgerung der 

Autoren aus dieser Beobachtung zielt darauf ab, dass die Oozyte wohl in der Lage sein 

muss, einen Teil der DNA-Schäden zu reparieren; wenn diese Schäden allerdings zu groß 

sind, resultiert nach Meinung der Forscher ein Abort. [Ahmadi, 1999] 

Diese Auffassung, dass das Vorliegen von DNA-Fragmentationen nicht das Ausbleiben von 

Fertilisation und die Ausbildung von Vorkernstadien bedeutet, wohl aber mit einer verminder-

ten Schwangerschaftsrate und einer erhöhten Rate an frühen Aborten einhergehen kann, 

teilen auch mehrere andere Forscher [Jurisicova, 1996; Twigg, 1998a; Henkel, 2003; Henkel, 
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2004]. Henkel et al. stellen in ihren Studien einen klaren Zusammenhang zwischen der 

Apoptose- und der Schwangerschaftsrate sowohl nach IVF- als auch nach ICSI-Therapie 

heraus, während sich zwischen Apoptose- und Fertilisationsrate kein Zusammenhang 

erkennen lässt [Henkel, 2003; Henkel, 2004]. Die Erkenntnis, dass erhöhte DNA-

Fragmentationsraten zu einer Verminderung der Schwangerschaftsrate, nicht aber der 

Befruchtungsrate führen, erklären sich die Autoren in Anlehnung an die von Ahmadi et al. 

formulierte Theorie des Reparaturpotentials der Oozyten [Ahmadi, 1999] damit, dass die 

Spermatozoen trotz erhöhter DNA-Schädigungen weiterhin in der Lage sein müssen, die 

Eizellen zu befruchten, dass jedoch für die weitere Embryonalentwicklung die Schäden 

letztlich doch zu gravierend sind und es zum Schwangerschaftsmisserfolg kommt.  

Nach Sakkas und Shoukir et al. wird die Embryonalentwicklung durch Schäden der paterna-

len Spermatozoen-DNA unmittelbar beeinflusst bis zur Blastozyste [Sakkas, 1998; Shoukir, 

1998]. Auch Gardiner-Garden ist der Ansicht, dass die im Ejakulat messbare DNA-

Fragmentationsrate negativ mit der weiteren Embryonalentwicklung nach IVF und ICSI 

korreliert [Gardiner-Garden, 1999]. Untersuchungen zufolge wird die an Histone gebundene 

DNA des männlichen Pronukleus während der frühen Embryonalentwicklung aktiv abgelesen 

[Haaf, 1995]. Infolge ausgeprägter Störungen kann es dabei zum frühen Tod des Embryos 

kommen [Sakkas, 1998].  

In der vorliegenden Studie kann die oben beschriebene Beziehung zwischen DNA-

Fragmentation, Schwangerschafts- und Befruchtungsrate nicht bestätigt werden; es besteht 

vielmehr ein umgekehrter Zusammenhang derart, dass die DNA-Fragmentation keinen 

Einfluss auf die Schwangerschaftsrate hat, wohl aber eine deutliche Tendenz zu einer 

geringeren Befruchtungsrate zeigt. Von dieser negativen Korrelation zwischen der DNA-

Fragmentation und der Fertilisationsrate berichten auch einige andere Autoren in ihren 

Studien [Sun, 1997; Lopes, 1998a, b; Host, 2000; Huang, 2005; Hammadeh, 2006; Zhongxi-

ang, 2006], während wieder andere Untersuchungen die These von Henkel et al., nach der 

sich Schädigungen der Spermien-DNA nicht negativ auf die Fertilisationsrate auswirken, 

bestätigen [Ahmadi, 1999; Tomlinson, 2001; Morris, 2002; Tesarik, 2002; Henkel, 2003; 

Henkel, 2004].  

Ein möglicher Grund dafür, dass sich in dieser Arbeit kein Zusammenhang zwischen den 

Schädigungen der DNA-Integrität und der Schwangerschaftsrate – weder nach IVF- noch 

nach ICSI-Therapie – zeigt, kann der insgesamt eher geringe DNA-Schädigungsgrad der 

untersuchten Ejakulatproben sein. Unter Annahme der These des Oozytenreparaturpotenti-

als wären die Eizellen in den untersuchten Fällen aufgrund der geringen Schädigungen 
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gerade noch in der Lage, auch in der weiteren Embryonalentwicklung die paternalen DNA-

Schäden auszugleichen, so dass diese letztlich kein Hindernis mehr für eine ungestörte 

Embryonalentwicklung darstellen und damit auch keinen Einfluss auf die Schwangerschafts-

rate ausüben würden. Ungeklärt bleibt weiterhin die negative Korrelation zwischen der DNA-

Fragmentation und der Fertilisationsrate, die sich nur im IVF-Kollektiv signifikant darstellt.  

Die Untersuchungen zur DNA-Integrität im Rahmen der vorliegenden Dissertation lassen 

schließlich noch einige Fragen offen, zu deren endgültigen Klärung noch weitere Studien 

notwendig sind.  

Der Nachweis des insgesamt eher geringen Schädigungsgrades der DNA-Integrität bei den 

untersuchten Ejakulatproben der subfertilen Patienten dieser Studie kann die vielzitierte 

Behauptung der DNA-Fragmentation als überzeugenden prädiktiven Parameter für die 

männliche Infertilität nicht bestätigen. Die CMA3-Färbung als Nachweisverfahren der DNA-

Integrität zeigt unter den verwendeten Färbemethoden die meisten signifikanten Zusammen-

hänge an, gefolgt vom TUNEL-Test und der AO-Färbung. Die der überwiegenden Literatur-

meinung entsprechende positive Korrelation der DNA-Integrität mit normwertigen Spermi-

ogrammparametern lässt sich vor allem für die Parameter Dichte, Motilität und Vitalität, nicht 

jedoch für die in zahlreichen Studien bestätigte Morphologie nachweisen. Weiterhin ist zu 

bemerken, dass die Ergebnisse für das ICSI-Therapiekollektiv insgesamt weniger eindeutig 

sind als dies für das IVF-Kollektiv der Fall ist, was möglicherweise in dem geringeren 

Stichprobenumfang (n=15) begründet liegt. Bei der Betrachtung der Befruchtungs- und 

Schwangerschaftsresultate nach IVF und ICSI lässt sich im Bezug auf die DNA-Integrität vor 

allem im Vergleich mit der zu diesem Thema veröffentlichten und teilweise widersprüchlichen 

Literatur keine klare Tendenz erkennen.  

Die Beziehung der DNA-Integrität zu den in dieser Arbeit zusätzlich bestimmten oxidativen 

und antioxidativen Parametern wird im folgenden Abschnitt näher beleuchtet.  

5.3 Oxidantien und Antioxidantien im Seminalplasma 

Die unter dem Begriff der Oxidantien zusammengefassten reaktiven Sauerstoffspezies oder 

reactive oxygen species, im Folgenden mit der Abkürzung ROS bezeichnet, sind – wie in der 

Einleitung bereits beschrieben – in geringen Konzentrationen für eine normale Spermato-

zoenfunktion von Bedeutung und werden unter anderem von diesen auch selbst gebildet [De 

Iuliis, 2006]. Bei Überschreiten der noch nicht näher charakterisierten physiologischen 
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Konzentrationen kann jedoch eine Gefährdung des Spermiums resultieren [Saleh, 2002a]. 

Padron et al. haben in 25 bis 40 % der Ejakulate von Infertilitätspatienten ROS in hoher 

Ausprägung gefunden [Padron, 1997]. Dieses Ergebnis wird von anderen Autoren bestätigt 

[Iwasaki, 1992; Henkel, 1997; Mohammad Reza Moein, 2007].  

Der für die Zellen gefährliche oxidative Stress entsteht im Falle einer Dysbalance von ROS-

Produktion und der Absorptionskapazität der Antioxidantien [Sikka, 2001]. Die DNA-

Basenpaare und das Phosphodiester-Gerüst sowie auch die Plasmamembranen der 

Spermatozoen mit ihrem hohen Gehalt an mehrfach ungesättigten Fettsäuren sind außeror-

dentlich anfällig für eine Oxidation durch ROS [Paasch, 2007]. Da es dem relativ kleinen 

Zytoplasmavolumen der Spermatozoen an antioxidativen Substanzen für eine ausreichende 

Protektion mangelt [Sharma, 1996], spielt das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Semi-

nalplasma als antioxidatives Schutzmilieu der Spermatozoen eine wichtige Rolle [Ochsen-

dorf, 1999; Garrido, 2004]. In diesem Zusammenhang ist es also von großer Bedeutung, 

neben der oxidativen Komponente zusätzlich die antioxidative Situation einer Ejakulatprobe, 

welche in ihrer Gesamtheit vom Totalen Antioxidantienstatus (TAS) erfasst wird, zu untersu-

chen.  

Da im Rahmen dieser Dissertation nicht mit Referenzwerten einer gesunden Vergleichs-

gruppe gearbeitet wird, die jedoch als essentieller Bestandteil in die Berechnung des von 

Sharma et al. beschriebenen ROS-TAS-Scores [Sharma, 1999] eingehen, kann dieser hier 

nicht berücksichtigt werden. Um dennoch eine bessere Darstellung des Verhältnisses 

zwischen Oxidantien und Antioxidantien zu erhalten, wird für jede Patientenprobe der 

Quotient aus in die gleiche Einheit umgerechneter ROS- und TAS-Konzentration gebildet, 

wobei ein Wert größer 1 ein Überwiegen der Oxidantien und eine Überforderung der 

antioxidativen Kapazität ausdrückt.  

Die Absolutwerte der in dieser Arbeit ausschließlich im Seminalplasma bestimmten ROS 

sowie auch der verschiedenen Antioxidantien können aufgrund der mangelnden Vergleich-

barkeit mit anderen Nachweisverfahren, welche beispielsweise ihr Ergebnis in einer anderen 

Einheit, nicht als Konzentration oder Enzymaktivität angeben, sowie aufgrund der Tatsache, 

dass keine gesunde Kontrollgruppe zum Vergleich herangezogen wird, schwerlich mit 

Normalwerten verglichen werden.  
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5.3.1 Reactive Oxygen Species (ROS) 

Die in der vorliegenden Dissertation mit Hilfe einer kolorimetrischen Testmethode indirekt 

gemessenen ROS werden als Konzentration in µmol/l angegeben und zeigen im Vergleich 

zwischen IVF- und ICSI-Therapiekollektiv keine signifikanten Unterschiede (siehe 4.1.3). 

Auch der zusätzlich berechnete Quotient aus ROS- und TAS-Konzentration lässt keine 

Signifikanzen erkennen. Zu bemerken ist allerdings, dass die ROS-Konzentration in der IVF-

Gruppe – wenn auch nicht signifikant – höher ist als in der ICSI-Gruppe (56,22 ± 28,55 

µmol/l versus 45,07 ± 25,37 µmol/l), wobei der ROS/TAS-Quotient, welcher die tatsächlich 

resultierende oxidative Belastung besser widerspiegelt als die ROS- oder TAS-Konzentration 

alleine, in der ICSI-Gruppe im Vergleich zur IVF-Gruppe den höheren Wert erreicht.  

In einer Studie von Hammadeh et al. zeigen sich unter Verwendung der auch in dieser 

Studie angewandten Nachweismethode insgesamt etwas höhere Werte für die ROS-

Konzentration als in der vorliegenden Arbeit, wobei für das IVF-Kollektiv im Vergleich zur 

ICSI-Gruppe ebenfalls die (nicht signifikant) höheren Werte gemessen wurden (94,72 ± 

102,84 µmol/l versus 54,78 ± 39,83 µmol/l) [Hammadeh, 2006]. Die Tatsache, dass der 

ROS/TAS-Quotient in der ICSI-Gruppe die höheren Werte erreicht und damit in diesem 

Kollektiv den höheren Grad an oxidativer Belastung anzeigt, entspricht den Ergebnissen für 

die DNA-Integrität sowie denen der Spermiogrammparameter, die ebenfalls in der ICSI-

Gruppe etwas schlechter sind.  

Bei der Betrachtung der unter 4.3 aufgeführten Zusammenhänge zwischen der ROS-

Konzentration und den Spermiogrammparametern fällt vor allem die im Gesamt- sowie im 

IVF-Kollektiv hoch signifikante, im ICSI-Kollektiv stark signifikante negative Korrelation 

zwischen der ROS-Konzentration und dem pH-Wert auf. Ochsendorf et al. geben in einer 

Arbeit von 1999 eine Übersicht der wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies und ihrer 

Hauptreaktionen, bei denen als Reaktionsprodukte zum Teil freie H+-Ionen entstehen 

[Ochsendorf, 1999]. Diese H+-Ionen könnten eine Erklärung für die beobachtete Beziehung 

der ROS-Produktion zu einem niedrigeren pH-Wert liefern. Des Weiteren stellt sich ein 

deutlicher in wiederum allen Kollektiven negativer Zusammenhang zwischen den ROS und 

der normalen Morphologie dar, welcher im Gesamtkollektiv signifikant (p=0,017) erscheint. 

Die nur für die IVF-Gruppe signifikante (p=0,021) negative Korrelation zwischen der ROS-

Konzentration und der Progressivmotilität zeigt sich ebenfalls (nicht signifikant) in den beiden 

anderen Kollektiven.  



130 5 Diskussion 

Für den ROS/TAS-Quotienten ergeben sich weniger eindeutige Ergebnisse außer der im 

Widerspruch zum Ergebnis der alleinigen ROS-Konzentration stehenden im Gesamt- und im 

IVF-Kollektiv signifikanten positiven Beziehung des Quotienten zur Progressivmotilität vor 

Aufbereitung. Bemerkenswert ist hierbei, dass zwischen dem ROS/TAS-Quotienten und der 

Progressivmotilität nach Aufbereitung in allen Kollektiven ein (nicht signifikantes) negatives 

Verhältnis besteht. Eine negative Signifikanz zeigt sich zwischen dem ROS/TAS-Quotienten 

und dem Volumen (p=0,025) im IVF-Kollektiv.  

Auch die unter 4.4 abgebildeten und bereits beschriebenen Ergebnisse der ROS-

Konzentration in Beziehung zur DNA-Integrität (siehe 5.2) lassen auf keine eindeutigen 

Zusammenhänge schließen. Die signifikante negative Beziehung zwischen der ROS-

Konzentration und der Chromatindekondensation in der CMA3-Färbung lässt sich mit der 

bereits erwähnten physiologischen ROS-Konzentration, die für die normale Funktionstüchtig-

keit eines Spermiums vorhanden sein muss, erklären [Agarwal, 2003b; De Iuliis, 2006]. Da in 

dieser Studie zudem kein Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe erfolgt, lässt sich 

auch nur schwerlich beurteilen, inwieweit die erhaltenen Messwerte für die ROS-

Konzentration im Seminalplasma Normalwerten entsprechen. Die im ICSI-Kollektiv erkenn-

bare signifikante positive Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und der DNA-

Denaturierung in der AO-Färbung stellt sich in den beiden anderen Kollektiven als (nicht 

signifikante) negative Korrelation dar. Für den ROS/TAS-Quotienten lassen sich keinerlei 

signifikante Zusammenhänge oder eindeutige Tendenzen herausstellen.  

Zur Frage, ob erhöhte ROS-Werte mit schlechten Spermiogrammparametern assoziiert sind, 

liefert die aktuelle Studienlage breite Zustimmung. Zahlreiche Studien und Untersuchungen 

weisen den negativen Einfluss einer hohen ROS-Konzentration auf die Spermiogrammpara-

meter, vor allem auf die Motilität [Mortimer, 1991; Aitken, 1992; Agarwal, 1994; Ochsendorf, 

1994; Gomez, 1998; Barroso, 2000; Pasqualotto, 2000; Gil-Guzman, 2001; Ollero, 2001; 

Shang, 2003; Lissak, 2004], die Spermienkonzentration [Aitken, 1992; Ochsendorf, 1994; 

Whittington, 1999; Zabludovsky, 1999; Pasqualotto, 2000; Lissak, 2004] und die Morphologie 

[Ochsendorf, 1994; Pasqualotto, 2000; Gil-Guzman, 2001; Ollero, 2001; Aziz, 2004; Mo-

hammad Reza Moein, 2007] nach. Ochsendorf sowie Hammadeh et al. zeigen zudem einen 

negativen Zusammenhang zwischen der ROS-Konzentration und der Membranintegrität im 

HOS-Test, was nicht erstaunlich ist, da ROS in erster Linie auf dem Wege der Lipidperoxida-

tion die Spermatozoenmembran angreifen [Ochsendorf, 1994; Hammadeh, 2006].  

Whittington et al. assoziieren erhöhte ROS-Werte im Seminalplasma mit verminderter 

Spermiendichte, sehen allerdings keinen Zusammenhang zur Motilität [Whittington, 1999]. 
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Auch Twigg und Hammadeh et al. finden keine Veränderungen der Spermienmotilität bei 

steigender ROS-Konzentration [Twigg, 1998b; Hammadeh, 2006].  

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bestätigen den vielfach beschriebenen signifikanten 

negativen Zusammenhang zwischen der ROS-Konzentration und der (Progressiv-) Motilität 

sowie der normalen Morphologie. Des Weiteren stellt sich die hoch signifikante negative 

Korrelation zwischen der ROS-Konzentration und dem pH-Wert in allen Kollektiven sehr 

eindrucksvoll dar. Für die Spermiogrammparameter Dichte und Membranintegrität im HOS-

Test lassen sich keine Zusammenhänge zur ROS-Konzentration erkennen.  

Es wird heute allgemein davon ausgegangen, dass – wie in der Einleitung bereits erwähnt – 

sowohl Leukozyten als auch die Spermatozoen selbst ROS produzieren können, wobei die 

Leukozyten für den Hauptanteil der ROS-Produktion verantwortlich sind [Sharma, 1996; 

Wang, 1997; De Iuliis, 2006]. Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass vor allem 

unreife Spermatozoen mit reduzierten Spermiogrammparametern wie geringer Dichte 

[Aitken, 1992], Motilität [Zalata, 1995; Gil-Guzman, 2001; Ollero, 2001] oder einem hohen 

Grad an abnormalen Morphologieformen [Gil-Guzman, 2001; Ollero, 2001] ROS produzie-

ren. Somit führen nicht nur über Leukozyten vermittelte Entzündungsprozesse zu einer 

Steigerung der ROS-Produktion und damit letztlich verbunden zu einer Verschlechterung der 

Samenqualität und einer Abnahme des Fertilitätspotentials, sondern auch unreife Spermato-

zoen in Ejakulaten von ohnehin schon sub- oder infertilen Männern stellen eine wichtige 

Ursache einer vermehrten oxidativen Belastung mit resultierender Abnahme des Fertili-

tätspotentials dar. Dem entgegen steht eine Untersuchung von Griveau et al., die in in-vitro-

Versuchen zeigen, dass sich ein gewisser Grad an oxidativem Stress bei schon bestehender 

Oligozoospermie sogar förderlich auf die Qualität der klassischen Spermiogrammparameter 

auswirken kann [Griveau, 1998].  

Betrachtet man die Resultate der Untersuchungen zur Beziehung der ROS zur DNA-

Integrität, so können diese die weit verbreitete Literaturmeinung, nach der eine hohe ROS-

Produktion mit vermehrter DNA-Schädigung einhergeht [Barroso, 2000; Ollero, 2001; 

Agarwal, 2002], nicht bestätigen. Verschiedene Studien weisen infolge der Einwirkung von 

ROS auf Spermatozoen insbesondere bei Infertilitätspatienten eine hohe Frequenz von 

Einzel- und Doppelstrangbrüchen an der DNA nach [Fraga, 1996; Kodama, 1997; Sun, 1997; 

Aitken, 2001]. Auch Barroso und Oger et al. finden eine signifikant positive Korrelation der 

ROS-Konzentration im Ejakulat mit dem Ausmaß der DNA-Schädigung [Barroso, 2000; 

Oger, 2003].  
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Bei Einwirkung des Hydroxylradikals auf die DNA entsteht zunächst eine 7-Hydro-8-Oxo-2’-

Deoxyguanosin (8-Oxo-dG)-Verbindung, die später in einen Doppelstrangbruch mündet und 

vielen Studien zum Nachweis einer oxidativen DNA-Schädigung dient [Ames, 1993; Chen, 

1997; Lloyd, 1998; Cui, 2000]. Geneseca sowie Ahmadi et al. gehen in diesem Zusammen-

hang davon aus, dass eine voll funktionstüchtige Eizelle in der Lage ist, einen solchen 

Schaden zu reparieren bevor der Doppelstrangbruch entsteht [Geneseca, 1992; Ahmadi, 

1999]. Twigg und Kemal et al. zeigen in ihren Forschungsarbeiten, dass bei experimenteller 

Exposition von Spermatozoen gegenüber ROS zahlreiche Modifikationen und Schädigungen 

der DNA dosisabhängig induzierbar sind, obwohl die Motilität noch keinerlei Veränderungen 

zeigt [Twigg, 1998a; Kemal, 2000]. Nach Loft et al. korreliert auch die Wahrscheinlichkeit 

einer Konzeption signifikant negativ zum 8-Oxo-dG-Spiegel im Ejakulat [Loft, 2003].  

Auch Agarwal et al. sind der Ansicht, dass die durch ROS induzierten DNA-Schäden die 

Befruchtungsfähigkeit der Spermien vermindern und zudem den Prozess der Apoptose 

beschleunigen können [Agarwal, 2003b]. Signifikant positive Zusammenhänge zwischen 

einer erhöhten Apoptoserate und gesteigerter ROS-Produktion zeigen ebenfalls Wang, 

Barroso und Lopes et al. [Lopes, 1998c; Barroso, 2000; Wang, 2003]. Lopes et al. finden in 

ihrer in-vitro-Untersuchung nach Inkubation einer Ejakulatprobe mit ROS eine signifikante 

Zunahme der DNA-Fragmentation, welche sich durch Vorbehandlung mit Antioxidantien 

verhindern lässt [Lopes, 1998c]. Analysen von Makhlouf et al. zufolge sind bei der durch 

Apoptose induzierten DNA-Fragmentation nur Subpopulationen im Ejakulat betroffen, 

während sich oxidativer Stress und Bestrahlung auf nahezu alle Spermatozoen auswirken 

[Makhlouf, 2006].  

Übereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sehen Hammadeh et al. 

ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen einer erhöhten ROS-Konzentration und einer 

gesteigerten Apoptoserate bzw. einer vermehrten DNA-Fragmentation [Hammadeh, 2006].  

Die Analyse der Zusammenhänge zwischen der ROS-Konzentration und den Befruchtungs- 

und Schwangerschaftsresultaten (siehe 4.7) liefert interessanterweise die durchweg signifi-

kante positive Korrelation zwischen ROS und der Befruchtungsrate. Auch der Vergleich der 

ROS-Konzentration zwischen den Paaren, bei denen eine Schwangerschaft eingetreten ist 

und denen, die nicht erfolgreich waren, zeigt bei den Männern der Schwangeren höhere, im 

ICSI-Kollektiv auch signifikant höhere ROS-Werte (p=0,050). Somit gewinnt die These der 

physiologischen ROS-Konzentration, die in einem gewissen Grad also auch förderlich für die 

Befruchtung und den Eintritt einer Schwangerschaft zu sein scheint, zunehmend an Bedeu-

tung. Relativiert wird dieses Ergebnis allerdings unter Betrachtung des ROS/TAS-
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Quotienten, der diese deutlich positive Beziehung der ROS-Konzentration zur Befruchtungs-

rate nicht nur nicht bestätigt, sondern durch die deutlich negative Korrelation mit der Befruch-

tungsrate im ICSI-Kollektiv ein gegenteiliges Ergebnis präsentiert. Im Hinblick auf den 

Vergleich der schwangeren mit den nicht schwangeren Paaren lassen sich für den 

ROS/TAS-Quotienten keine Tendenzen herausstellen.  

Zahlreiche Studien stellen eine exzessive ROS-Produktion als einen der besten Vorhersa-

gewerte für ein schlechtes Ergebnis, d.h. für niedrige Befruchtungs- und/oder Schwanger-

schaftsraten nach IVF heraus [Krausz, 1994; Sukcharoen, 1995; Sukcharoen, 1996; Loft, 

2003; Saleh, 2003; Zorn, 2003]. Für die Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultate nach 

ICSI ist im Hinblick auf die Beeinflussung durch ROS bisher noch wenig bekannt. Zorn et al. 

können für die Therapie mit ICSI keinen negativen Einfluss hoher ROS-Konzentrationen auf 

die Fertilisation, wohl aber eine negative Assoziation mit der frühen Embryonalentwicklung 

feststellen [Zorn, 2003]. Hammadeh et al. beschreiben eine schwach negative Korrelation 

zwischen der Befruchtungsrate sowohl nach IVF- als auch nach ICSI-Therapie und der ROS-

Konzentration im Seminalplasma, bestätigen diese für die Schwangerschaftsrate allerdings 

nur in der ICSI-Gruppe [Hammadeh, 2006]. Dagegen zeigen Pasqualotto et al. in Überein-

stimmung mit den vorliegenden Resultaten, dass erhöhte Lipidperoxidationswerte – hier in 

der Follikelflüssigkeit gemessen – als Zeichen einer erhöhten ROS-Belastung in positiver 

Korrelation zur Schwangerschaftsrate nach IVF stehen [Pasqualotto, 2004].  

Zusammengefasst decken sich die in der vorliegenden Dissertation beschriebenen Resultate 

zur ROS-Konzentration im Seminalplasma im Bezug auf die Spermiogrammparameter mit 

den Ergebnissen der aktuellen Studienlage. So bestehen signifikante negative Korrelationen 

zwischen der ROS-Konzentration und dem pH-Wert sowie der Progressivmotilität und der 

normalen Morphologie in allen Kollektiven. Nicht bestätigen lässt sich die der überwiegenden 

Literaturmeinung entsprechende positive Beziehung einer erhöhten ROS-Konzentration zu 

vermehrter DNA-Schädigung. Stattdessen zeigt sich eine signifikante negative Korrelation 

zwischen ROS und der Chromatindekondensation in der CMA3-Färbung. Dieser positive 

Effekt der ROS findet sich auch im Bezug auf die Resultate von Befruchtung und Schwan-

gerschaft nach IVF und ICSI, was den meisten Literaturquellen widerspricht, die These der 

physiologischen ROS allerdings unterstreicht. Die Berechnung des Quotienten aus ROS- 

und TAS-Konzentration erweist sich als hilfreich zur besseren Darstellung der tatsächlich 

resultierenden oxidativen Belastung und führt zur Relativierung der Ergebnisse der alleinigen 

ROS-Konzentration.  
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5.3.2 Totaler Antioxidantienstatus (TAS) 

Die Bestimmungen des die antioxidative Kapazität in ihrer Gesamtheit abbildenden Totalen 

Antioxidantienstatus (TAS) im Seminalplasma der untersuchten Ejakulatproben liefern für die 

Unterscheidung zwischen IVF- und ICSI-Gruppe (1,32 ± 0,66 mmol/l versus 1,26 ± 0,73 

mmol/l) nicht signifikante Ergebnisse, wobei die Werte der TAS-Konzentration in der ICSI-

Gruppe die niedrigeren sind (siehe 4.1.3).  

Hammadeh et al. erreichen im Durchschnitt etwas höhere Werte für die auf ähnliche Weise 

nachgewiesene TAS-Konzentration, wobei sie im ICSI- im Vergleich zum IVF-Kollektiv die 

(nicht signifikant) höheren Werte erzielen (1,53 ± 0,22 mmol/l versus 1,43 ± 0,28 mmol/l) 

[Hammadeh, 2006].  

Die unter 4.3 dargestellten Zusammenhänge zwischen der TAS-Konzentration und den 

Spermiogrammparametern zeigen wenig eindeutige und zum Teil paradox erscheinende 

Resultate. Es bestehen lediglich signifikante positive Korrelationen zwischen der TAS-

Konzentration und dem Volumen im IVF-Kollektiv (p=0,023) sowie der geschädigten 

Membranintegrität im HOS-Test in der ICSI-Gruppe (p=0,007). Im Gesamtkollektiv lassen 

sich keinerlei signifikante Zusammenhänge oder Tendenzen erkennen.  

Die Analyse bestehender Zusammenhänge zwischen den Oxidantien- und Antioxidantien-

konzentrationen und der DNA-Integrität liefert für die TAS-Konzentration keinerlei Signifikan-

zen oder erkennbare Tendenzen (siehe 4.4).  

Verschiedene Studien an Infertilitätspatienten mit unterschiedlichen Formen der Infertilität 

haben gezeigt, dass infertile Männer im Vergleich zu fertilen Kontrollgruppen einen deutlich 

geringeren Gesamtantioxidantienstatus sowie geringere Konzentrationen der einzelnen 

Antioxidantien aufweisen [Lewis, 1995; Smith, 1996; Lewis, 1997; Kim, 1998; Barbieri, 1999; 

Hendin, 1999; Irvine, 2000]. Einige Autoren stellen zudem eindeutige Wechselwirkungen zur 

ROS-Konzentration dar, wobei eine hohe ROS-Produktion im Seminalplasma niedrige 

Antioxidantienkonzentrationen bedingt und umgekehrt [Lewis, 1995; Smith, 1996; Sharma, 

1999] bzw. eine exzessive ROS-Produktion zur Überwältigung der antioxidativen Abwehr 

und damit zur oxidativen Zerstörung der Spermatozoen und folgender Infertilität führt 

[Maiorino, 2002]. Maiorino et al. beschreiben in Übereinstimmung mit Ten et al. darüber 

hinaus, dass eine exzessive Antioxidantienkonzentration, wie sie durch eine pharmakologi-

sche Therapie mit Antioxidantien hervorgerufen werden kann, aufgrund der Elimination der 
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physiologischen ROS auch schädlich für die männliche Fertilität sein kann [Ten, 1997; 

Maiorino, 2002].  

Im Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zusammenhänge zwischen der 

TAS-Konzentration und den Spermiogrammparametern sowie der DNA-Integrität zeigt sich 

die aktuelle Studienlage noch wenig fundiert. Einige Autoren zeigen in ihren Studien 

signifikant positive Korrelationen zwischen der TAS-Konzentration und verschiedenen 

Spermiogrammparametern wie der Motilität, der Dichte oder der normalen Morphologie 

derart, dass geringe Antioxidantienkonzentrationen mit herabgesetzter Motilität [Smith, 1996; 

Pasqualotto, 2000; Balercia, 2003], verminderter Dichte [Pasqualotto, 2000] und/oder 

schlechter Spermienmorphologie [Pasqualotto, 2000; Koca, 2003] einhergehen. Keines 

dieser Resultate kann in der vorliegenden Dissertation bestätigt werden. Lediglich für das 

Volumen ergibt sich eine durchweg positive, im IVF-Kollektiv auch signifikante Korrelation mit 

der TAS-Konzentration.  

Hammadeh et al. zeigen im Gegensatz dazu negative Signifikanzen zwischen der TAS-

Konzentration und der Motilität sowie mit den morphologischen Normalformen im Gesamt- 

und im IVF-Kollektiv auf, während sie im ICSI-Kollektiv signifikant positive Korrelationen 

zwischen der TAS-Konzentration und der Membranintegrität sowie der Spermiendichte 

nachweisen [Hammadeh, 2006]. Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse liefern im 

ICSI-Kollektiv ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang zwischen der TAS-Konzentration 

und der Membranintegrität, wobei im Gegensatz zu den Resultaten von Hammadeh et al. 

eine negative Beziehung besteht.  

Das Verhältnis der TAS-Konzentration zur DNA-Integrität betreffend lassen weder die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit noch die Untersuchungen von Hammadeh et al. signifi-

kante Zusammenhänge oder klar ersichtliche Tendenzen erkennen [Hammadeh, 2006]. 

Sikka geht in diesem Zusammenhang davon aus, dass eine hohe ROS-Produktion die 

Hauptquelle für Schädigungen der Spermatozoen-DNA darstellt und dass die dem entge-

genwirkenden Antioxidantien deshalb eine wichtige Rolle im Schutz vor Infektionen, in der 

Verbesserung der Spermienqualität und in der Abwehr von DNA-Schäden spielen müssen 

[Sikka, 2004]. Eine eindeutige Bestätigung dieser Theorie liegt bisher allerdings noch nicht 

vor.  

Einige Studien haben sich bereits mit dem von zunehmendem wissenschaftlichem Interesse 

erscheinenden Thema der exogenen Antioxidantienzufuhr sowohl in vitro bei der Aufberei-

tung einer Ejakulatprobe für die Verfahren der assistierten Reproduktion als auch in vivo zur 
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Therapie der männlichen Infertilität beschäftigt. Die Zugabe von Antioxidantien zu den Kultur- 

oder Waschmedien bei der Spermienaufbereitung im Rahmen einer IVF- oder ICSI-Therapie 

erscheint sinnvoll, da die Spermatozoen nach Entfernung des Seminalplasmas einer 

oxidativen Belastung durch ROS deutlich ungeschützter ausgesetzt sind [Ochsendorf, 1999]. 

Mehrere Autoren beschreiben die Supplementierung von Kulturmedien mit ROS abfangen-

den Substanzen als günstig sowohl zur Vermeidung eines ROS-induzierten Motilitätsverlusts 

der Spermatozoen [Parinaud, 1997] als auch zum besseren Schutz vor einer späteren DNA-

Schädigung [Hughes, 1996; Geva, 1998] sowie für eine erfolgreiche in-vitro-Fertilisation 

[Tarin, 1998]. Geeignete Substanzen hierfür müssen erst noch mit Hilfe prospektiver Studien 

gefunden werden. Des Weiteren steht auch die Erbringung eines eindeutigen Nachweises 

des günstigen Einflusses einer in vitro Supplementierung noch aus. Ein erster wichtiger 

Schritt zur Vermeidung größerer Schäden der Spermatozoen während der Aufbereitung, die 

sich auch später auf die Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultate negativ auswirken 

können, stellt die Anwendung eines schonenden Verfahrens wie beispielsweise der auch in 

der vorliegenden Arbeit benutzten Dichtegradientenzentrifugation dar. [Ochsendorf, 1999] 

Auch für die diätetische in vivo Supplementierung bei männlichen Infertilitätspatienten 

können noch keine allgemeingültigen Schlüsse gezogen werden. Erste Therapiestudien 

bestätigen einen positiven Effekt der Antioxidantien auf die Spermienqualität und eine 

größere Erfolgswahrscheinlichkeit bei den assistierten Reproduktionsverfahren [Dawson, 

1992; Kessopoulou, 1995; Wong, 2000] sowie einen generell besseren Schutz der Sperma-

tozoen vor Schädigungen [Sierens, 2002]. Sikka weist in diesem Zusammenhang allerdings 

auch darauf hin, dass eine exzessive Zufuhr mancher Antioxidantien, insbesondere in 

Kombination angewendet, zu anderen schwerwiegenden Nebenwirkungen führen kann, 

weshalb der therapeutische Einsatz von Antioxidantien sorgsam überwacht werden muss 

[Sikka, 2004].  

Die Betrachtung der Korrelationen zwischen der TAS-Konzentration und den Befruchtungs- 

und Schwangerschaftsresultaten zeigt schließlich ebenfalls in keinem der untersuchten 

Kollektive signifikante Zusammenhänge (siehe 4.7). Für die Befruchtungsrate ergibt sich in 

der ICSI-Gruppe eine leicht positive Beziehung zur TAS-Konzentration. Der Vergleich der 

TAS-Konzentration zwischen den Paaren, bei denen eine Schwangerschaft eingetreten ist 

und denen, die diesbezüglich nicht erfolgreich waren, liefert ebenfalls keinen signifikanten 

Unterschied. Auch Hammadeh et al. können in ihren Untersuchungen keine klaren Aussagen 

bezüglich eines Zusammenhangs zwischen der TAS-Konzentration und den Schwanger-

schafts- und/oder Befruchtungsresultaten treffen [Hammadeh, 2006]. Eine Studie von 

Pasqualotto et al., die den Einfluss von oxidativem Stress, gemessen an der Lipidperoxidati-
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on und dem Gesamtantioxidantienstatus in der Follikelflüssigkeit, auf die Ergebnisse einer 

IVF-Therapie untersucht, zeigt keine Zusammenhänge zwischen der TAS-Konzentration und 

der Fertilisation sowie der Embryoqualität, wohl aber eine positive Korrelation zwischen der 

TAS-Konzentration sowie der Lipidperoxidation und der Schwangerschaftsrate [Pasqualotto, 

2004].  

Insgesamt stellt sich die aktuelle Studienlage zum Thema Antioxidantien noch recht lücken-

haft dar. Es existieren kaum eindeutige Quellen, stattdessen mehrere widersprüchliche und 

unklare Erkenntnisse, die auch durch die Resultate der vorliegenden Dissertation nicht weiter 

geklärt werden können. Worin sich scheinbar alle einig sind, ist, dass fertile Männer im 

Vergleich zu infertilen Männern deutlich höhere Antioxidantienkonzentrationen besitzen. 

Diese mehrfach nachgewiesene Beobachtung kann hier mangels fertiler Kontrollgruppe nicht 

bestätigt werden. Abschließend bleibt festzustellen, dass auf diesem Themengebiet noch 

erheblicher Forschungsbedarf besteht, insbesondere auch im Hinblick auf antioxidative 

Therapiemöglichkeiten.  

5.3.3 Enzymatische Antioxidantien 

Wie unter 2.2.3 bereits beschrieben, kommt dem die Spermatozoen umgebenden Semi-

nalplasma eine besondere Rolle im Schutz dieser vor ROS zu. Frühere Arbeiten haben 

bereits gezeigt, dass einige Enzyme und enzymatische Systeme im Seminalplasma antioxi-

dative Schutzfunktion besitzen und in direkter Verbindung mit der männlichen Fertilität 

stehen. So haben seit der Erstbeschreibung im Jahr 1980 [Mennella, 1980] verschiedene 

Studien das Vorkommen der auch in dieser Arbeit im Seminalplasma bestimmten Supero-

xiddismutase (SOD) sowohl im Seminalplasma als auch in menschlichen Spermatozoen 

nachgewiesen. Die SOD benötigt für ihre einwandfreie Funktionstüchtigkeit Spurenelemente 

wie Kupfer, Zink oder Mangan als Cofaktoren und wird dementsprechend klassifiziert in die 

Cu/Zn-SOD, die vorwiegend im Zytosol vorkommen, und die Mn-SOD der Mitochondrien. 

Zusammen mit einer extrazellulären SOD stellen diese die Hauptformen dar. Sie sind für die 

Elimination des Superoxidanions, des ersten toxischen Sauerstoffabkömmlings verantwort-

lich und bilden damit die erste Verteidigungslinie gegenüber oxidativem Stress. [Garrido, 

2004] 

Auch die Selen-abhängige Glutathionperoxidase (GPX) findet sich sowohl in den Spermato-

zoen als auch im Seminalplasma und korreliert mit der männlichen Fertilität [Giannattasio, 

2002]. Es existieren mehrere Formen der GPX, deren Aufgabe in der Umwandlung von 
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Wasserstoffperoxid zu Wasser unter Anwesenheit von reduziertem Glutathion besteht und 

die so die Zellen vor oxidativer Schädigung schützen. In Verbindung mit dieser Reaktion 

katalysiert die Glutathionreduktase (GR) die Umwandlung des dabei oxidierten Glutathions 

wieder in die für die GPX-Reaktion notwendige reduzierte Form und wird deshalb von vielen 

Autoren immer als Einheit mit der GPX unter der Bezeichnung Glutathion-

Peroxidase/Reduktase-System zusammengefasst. [Garrido, 2004] 

In der vorliegenden Dissertation werden die neben den Oxidantien und dem Gesamtantioxi-

dantienstatus zusätzlich im Seminalplasma ermittelten Aktivitäten der enzymatischen 

Antioxidantien GPX, GR und SOD getrennt voneinander betrachtet und sind alle drei 

entsprechend der TAS-Konzentration in der ICSI-Gruppe im Vergleich zur IVF-Gruppe etwas 

niedriger (siehe 4.1.3). Für die GPX-Aktivität zeigt sich im ICSI-Kollektiv ein signifikant 

geringeres Ergebnis als in der IVF-Gruppe (p=0,012).  

Dass die Enzymaktivitäten von SOD, GPX und GR in der ICSI-Gruppe im Vergleich zum 

IVF- und Gesamtkollektiv deutlich niedriger sind, entspricht den im Hinblick auf die anderen 

in dieser Arbeit bestimmten Parameter meist schlechteren Resultaten in der ICSI-Gruppe. 

Mehrere Autoren finden in ihren Studien für die hier bestimmten Enzyme SOD, GPX und GR 

sowie für einige andere Antioxidantien im Seminalplasma infertiler Männer, besonders bei 

vorliegender Oligoasthenozoospermie signifikant geringere Aktivitäten als bei den fertilen 

Kontrollgruppen [Alkan, 1997; Imai, 2001; Foresta, 2002; Giannattasio, 2002; Maiorino, 

2002; Nakamura, 2002], was in der vorliegenden Arbeit mangels Kontrollgruppe wiederum 

nicht bestätigt werden kann. Im Gegensatz dazu stehen die Erkenntnisse von einigen 

anderen Autoren, die wie Tramer oder Hsieh et al. keinen Unterschied in der GPX- und der 

GR-Aktivität bzw. in der SOD-Aktivität zwischen normo- und hypomotilen menschlichen 

Ejakulatproben erkennen und die die enzymatischen Antioxidantien für insgesamt ungeeig-

net halten, das männliche Fertilitätspotential anzuzeigen [Hsieh, 2002; Tramer, 2004; Hsieh, 

2006].  

Unter Betrachtung der Korrelationen zwischen den enzymatischen Antioxidantien und den 

Spermiogrammparametern fallen einige signifikante Zusammenhänge auf (siehe 4.3). So 

zeigt sich im Gesamt- sowie im IVF-Kollektiv eine positive stark oder sogar hoch signifikante 

Korrelation zwischen der SOD-Aktivität und der normalen Morphologie. Des Weitern findet 

sich ein in allen Kollektiven positiver, im Gesamt- sowie im IVF-Kollektiv auch signifikanter 

Zusammenhang zwischen der SOD-Aktivität und der Dichte. Zwischen der GPX-Aktivität und 

den Spermiogrammparametern besteht eine negative Signifikanz im IVF- und im ICSI-

Kollektiv für die geschädigte Membranintegrität im HOS-Test, so dass eine hohe GPX-
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Aktivität mit einer geringeren Schädigung der Membranintegrität bzw. einer besseren Vitalität 

einhergeht. Im Hinblick auf die GR-Aktivität lässt sich ebenfalls eine in allen Kollektiven 

negative, im ICSI-Kollektiv auch signifikante Beziehung zu der geschädigten Membraninteg-

rität im HOS-Test nachweisen.  

Die unter 4.4 dargestellten Untersuchungen der Zusammenhänge zwischen der DNA-

Integrität und speziell den enzymatischen Antioxidantien liefern außer der in allen Kollektiven 

negativen, in der ICSI-Gruppe auch signifikanten Korrelation zwischen der Chromatindekon-

densation in der CMA3-Färbung und der SOD-Aktivität sonst keine eindeutigen Ergebnisse. 

Im ICSI-Kollektiv findet sich zwar eine weitere signifikante positive Korrelation zwischen der 

GPX-Aktivität und der DNA-Denaturierung in der AO-Färbung, diese entspricht in den beiden 

anderen Kollektiven allerdings einer (nicht signifikanten) negativen Korrelation.  

Die Analyse der Beziehung der enzymatischen Antioxidantien zu den Befruchtungs- und 

Schwangerschaftsresultaten zeigt wenig aufschlussreiche Zusammenhänge (siehe 4.7). 

Lediglich zwischen der GPX-Aktivität und der Befruchtungsrate besteht in allen Kollektiven 

eine negative, allerdings nur im Gesamtkollektiv auch signifikante Korrelation. Für den 

Vergleich der im Hinblick auf eine eingetretene Schwangerschaft erfolgreich mit den nicht 

erfolgreich behandelten Patientenpaaren ergeben sich für die einzelnen enzymatischen 

Antioxidantien keinerlei signifikante Unterschiede. Nur für die GPX-Aktivität lassen sich 

tendenziell höhere Werte bei den Männern, deren Frauen nicht schwanger geworden sind, 

erkennen.  

Die bisher durchgeführten Studien und Publikationen zum allgemeinen Thema der Interakti-

onen von oxidativen und antioxidativen Parametern erfassen allesamt nur Teilaspekte und 

sind nicht selten widersprüchlichen Charakters. Die Resultate im Bezug auf die auch hier 

bestimmten enzymatischen Antioxidantien stammen oftmals nicht von Messungen des 

Seminalplasmas, sondern spiegeln Enzymaktivitäten in den Spermatozoen selbst wider. Aus 

diesem Grund und nicht zuletzt wegen der unterschiedlichen verwendeten Nachweismetho-

den in den einzelnen Studien ist eine direkte Vergleichbarkeit mit den in der vorliegenden 

Arbeit erzielten Ergebnissen nicht immer gewährleistet.  

In der Literatur finden sich überwiegend Informationen zur Beziehung einzelner enzymati-

scher Antioxidantien zu verschiedenen Spermiogrammparametern, wobei sich diesbezüglich 

bisher noch keine einheitliche Meinung herausgebildet hat. Einige Autoren postulieren eine 

signifikant positive Korrelation zwischen der SOD- und/oder der GPX-Aktivität in den 

Spermatozoen (allerdings nicht im Seminalplasma) und vor allem der Motilität [Alvarez, 
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1989; Kobayashi, 1991; Thérond, 1996; Foresta, 2002; Maiorino, 2002], den morphologi-

schen Normalformen [Thérond, 1996; Foresta, 2002; Maiorino, 2002; Garrido, 2004] sowie 

der Vitalität [Foresta, 2002; Maiorino, 2002]. Kobayashi et al. finden in diesem Zusammen-

hang bei Zugabe exogener SOD (400 U/ml) zu einer Spermiensuspension eine signifikante 

Abnahme des Anteils immotiler Spermatozoen, was demonstriert, dass die SOD die Lipidpe-

roxidation von humanen Spermatozoen und damit die Ursache ihres Motilitätsverlustes 

hemmt [Kobayashi, 1991]. Foresta et al. beobachten in isolierten Proben mit motilen 

Spermatozoen einen schnelleren Abfall der Motilität mit abnehmender GPX-Aktivität 

[Foresta, 2002]. Eine Studie von Thérond et al. zeigt außerdem in Ejakulatproben mit einer 

Leukozytenkonzentration > 106/ml, die als relevante Quelle für eine erhöhte ROS-Produktion 

angesehen werden muss, sowohl schlechtere Werte für die einzelnen Spermiogrammpara-

meter als auch niedrigere Enzymaktivitäten der SOD sowie der GPX [Thérond, 1996].  

Im Gegensatz dazu stehen die Untersuchungen mehrerer anderer Forscher, die keinen 

Zusammenhang zwischen den Aktivitäten der antioxidativ wirksamen Enzyme im Semi-

nalplasma oder in den Spermatozoen selbst und den Spermiogrammparametern erkennen 

können [Zini, 1993; Miesel, 1997; Yeung, 1998; Hsieh, 2002; Hsieh, 2006]. Kobayashi et al., 

die eine signifikant positive Korrelation zwischen der SOD-Aktivität in den Spermatozoen und 

der Motilität nachweisen, zeigen ebenfalls, dass zwischen der SOD-Aktivität im Semi-

nalplasma und der Motilität keine Korrelation besteht [Kobayashi, 1991]. Yeung et al. können 

in ihren Untersuchungen zur GPX-, GR-, SOD- sowie zur Katalaseaktivität im Seminalplas-

ma fertiler und infertiler Männer keinerlei Korrelation zwischen den verschiedenen Enzymak-

tivitäten und der normalen Morphologie sowie dem prozentualen Anteil an motilen Sperma-

tozoen erkennen [Yeung, 1998]. Auch die Studien von Hsieh et al. führen nicht zur Darstel-

lung eines signifikanten Zusammenhangs zwischen der sowohl im Seminalplasma als auch 

in den Spermatozoen bestimmten SOD-Aktivität [Hsieh, 2002] sowie der GPX-Aktivität 

[Hsieh, 2006] und der Spermienqualität. Eine positive (nicht signifikante) Beziehung zwi-

schen der GPX-Aktivität und der Spermienkonzentration sowie der Motilität ist dennoch 

beschrieben [Hsieh, 2006].  

Die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse können eine signifikante Beziehung der 

enzymatischen Antioxidantien zur Motilität ebenfalls nicht bestätigen. Allerdings bestehen 

signifikante positive Korrelationen zwischen der SOD-Aktivität und der normalen Morphologie 

sowie der Spermienkonzentration. Die GPX-Aktivität stellt sich in signifikanter Korrelation zur 

Vitalität dar, wobei die Vitalität in positivem Zusammenhang mit der GPX- sowie auch der 

GR-Aktivität steht. Insgesamt zeichnet sich die Tendenz eines protektiven Einflusses der 

enzymatischen Antioxidantien auf die Spermienqualität ab.  
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Zu dem bislang noch wenig untersuchten Zusammenhang zwischen den verschiedenen 

enzymatischen Antioxidantien und der DNA-Integrität finden sich kaum Literaturangaben. 

Chen et al. demonstrieren in einer Studie von 2002, dass es bei geringen Antioxidantienkon-

zentrationen häufiger zu ausgeprägteren Schädigungen an der Doppelstrang-DNA kommt 

[Chen, 2002]. Im Rahmen einer weiteren Untersuchung weisen Chen et al. eine signifikant 

reduzierte Inzidenz von DNA-Schäden bei exogener SOD-Zufuhr nach [Chen, 2003]. In 

früheren Studien beschreiben Godeas und Twigg et al. bereits eine negative Beziehung der 

GPX-Aktivität zur DNA-Integrität, wobei sie der GPX eine Schutzfunktion gegenüber 

oxidativen Angriffen auf die DNA zuweisen [Godeas, 1996; Twigg, 1998b]. Eine Hemmung 

der GPX-Aktivität geht nach Twigg et al. mit der vermehrten Produktion von Peroxiden 

einher, die daraufhin die Chromatinstruktur angreifen und so DNA-Strangbrüche initiieren 

können [Twigg, 1998b]. Auch Nomura et al. gelangen in einer Studie über die Aktivität der 

GPX zu der Erkenntnis, dass diese als antioxidativer Parameter den Prozess der Apoptose 

hemmt [Nomura, 2001]. Die in der vorliegenden Arbeit nachgewiesene signifikante negative 

Korrelation zwischen der SOD-Aktivität und der gestörten Chromatinkondensation in der 

CMA3-Färbung zeigt wiederum einen protektiven Effekt der SOD auf die DNA-Integrität und 

bestätigt damit die gerade genannten Literaturmeinungen.  

Auch im Hinblick auf den Einfluss der enzymatischen Antioxidantien auf die Befruchtungs- 

und Schwangerschaftsresultate nach assistierter Reproduktion besteht zurzeit noch dringli-

cher Bedarf an klinischen Studien. Die diesbezüglichen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

entsprechen den Untersuchungen einiger Forscher, die keine Zusammenhänge zwischen 

den Aktivitäten der einzelnen enzymatischen Antioxidantien und einem reproduktiven Erfolg 

in vivo oder in vitro nachweisen können [Zini, 1993; Miesel, 1997; Yeung, 1998; Hsieh, 

2002]. Dennoch wird vermutet, dass die Applikation von Antioxidantien wie den hier be-

stimmten Enzymen die Resultate assistierter reproduktiver Therapieverfahren verbessern 

kann [Zini, 1993; Sikka, 2004]. Eindeutige Ergebnisse aus kontrollierten klinischen Studien 

stehen bislang allerdings noch aus.  

Abschließend bleibt zum Thema der enzymatischen Antioxidantien noch zu erwähnen, dass 

die einzelnen antioxidativen Parameter nicht ohne Weiters getrennt voneinander betrachtet 

werden können, da sich die letztlich resultierende antioxidative Abwehr aus einem Komplex 

aus vielen einzelnen miteinander interagierenden Komponenten zusammensetzt, die in ihrer 

Gesamtheit für die Wahrung des Gleichgewichts zwischen Oxidantien und Antioxidantien zur 

Vermeidung von oxidativem Stress verantwortlich sind. So muss z.B. bei der Betrachtung 

von Enzymaktivitäten die Abhängigkeit der enzymatischen Antioxidantien von ihren Cofakto-
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ren mitberücksichtigt werden. Niedrige Enzymkonzentrationen können dabei eventuell auch 

auf niedrigen Konzentrationen der Spurenelemente beruhen.  

Obwohl die in dieser Studie erzielten Ergebnisse keine endgültige Klärung der kontroversen 

Literaturmeinungen herbeiführen, zeigen sie dennoch die Tendenz eines protektiven 

Einflusses der enzymatischen Antioxidantien auf die Spermiogrammparameter und die DNA-

Integrität der Spermatozoen. Ob die Enzymaktivitäten sich dazu eignen, die männliche 

Fertilitätskapazität anzuzeigen, bleibt aufgrund zahlreicher widersprüchlicher Aussagen und 

Ansichten ungeklärt. Auch die Beziehung zu Befruchtung und Schwangerschaft ist bislang 

noch keineswegs ersichtlich. All diese ungeklärten Fragen und die aktuell sehr lückenhafte 

Studienlage erfordern also dringend weitere Untersuchungen.  

5.4 Fazit und Ausblick 

Unter Berücksichtigung der im Abschnitt 2.3 formulierten Eigenen Fragestellung der vorlie-

genden Dissertation, die das Ziel der Identifizierung von entscheidenden Einflussfaktoren für 

die andrologische Sub- bzw. Infertilität sowie für die assistierten Reproduktionsverfahren und 

ihre Ergebnisse verfolgt, bietet sich eine entsprechende Gliederung des Fazits nach den dort 

aufgeführten fünf Gesichtspunkten an.  

1. Die Untersuchung der Zusammenhänge zwischen der DNA-Integrität einerseits sowie 

zwischen den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Seminalplasma ande-

rerseits und den Spermiogrammparametern liefert zunächst im Hinblick auf die mit Hilfe 

der einzelnen Fluoreszenzfärbungen in den Ejakulatproben der subfertilen Patienten 

nachgewiesene DNA-Integrität einen insgesamt eher geringen Schädigungsgrad. Aus 

diesem Grund kann die vielzitierte Behauptung, die DNA-Fragmentation sei ein über-

zeugender prädiktiver Parameter für die männliche Infertilität, in dieser Arbeit nicht bes-

tätigt werden. Unter den verwendeten Nachweisverfahren der DNA-Integrität zeigt die 

CMA3-Färbung, gefolgt vom TUNEL-Test und der AO-Färbung, die meisten signifikanten 

Zusammenhänge an. Es lässt sich eine der überwiegenden Literaturmeinung entspre-

chende, generell positive Beziehung der DNA-Integrität zu normwertigen Spermi-

ogrammparametern beobachten. Vor allem für die Parameter Dichte, Motilität und Vitali-

tät ergeben sich signifikante Zusammenhänge, während die in zahlreichen Studien 

nachgewiesene positive Signifikanz zwischen der DNA-Integrität und der normalen Mor-

phologie hier nicht deutlich wird.  
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Die Resultate zu der den oxidativen Status einer Probe erfassenden, im Rahmen dieser 

Arbeit im Seminalplasma bestimmten ROS-Konzentration decken sich im Bezug auf die 

Spermiogrammparameter mit den Ergebnissen der aktuellen Studienlage. Es finden sich 

durchweg signifikante negative Korrelationen zwischen der ROS-Konzentration und dem 

pH-Wert sowie der Progressivmotilität und der normalen Morphologie. Weniger eindeutig 

zeigen sich die Ergebnisse der Analyse des Gesamtantioxidantienstatus (TAS), bei de-

ren Betrachtung lediglich die generell positive Beziehung der TAS-Konzentration zum 

Ejakulatvolumen auffällt. Auch die aktuelle Studienlage liefert außer widersprüchlichen 

Erkenntnissen und ungeklärten Fragen sonst wenig Erhellendes zu diesem Thema. 

Worin sich aber scheinbar alle einig sind, ist, dass fertile Männer im Vergleich zu inferti-

len Männern deutlich höhere Antioxidantienkonzentrationen besitzen. Diese in mehreren 

Studien nachgewiesene Beobachtung kann hier mangels fertiler Kontrollgruppe nicht 

bestätigt werden. Die im Rahmen dieser Studie zusätzlich durchgeführte Berechnung 

des Quotienten aus ROS- und TAS-Konzentration erweist sich als hilfreich zur besseren 

Darstellung der tatsächlich resultierenden oxidativen Belastung und führt häufig zur Re-

lativierung der Ergebnisse der alleinigen ROS- oder TAS-Konzentrationen.  

Die Korrelationen zwischen den einzelnen hier bestimmten enzymatischen Antioxidan-

tien und den Spermiogrammparametern lassen eine deutliche Tendenz eines protekti-

ven Einflusses der antioxidativen Parameter erkennen. So zeigen sich positive Signifi-

kanzen zwischen der SOD-Aktivität und der normalen Morphologie sowie der Dichte. 

Zwischen der GPX-Aktivität und den Spermiogrammparametern besteht zudem ein sig-

nifikanter negativer Zusammenhang für die geschädigte Membranintegrität im HOS-

Test, so dass eine hohe GPX-Aktivität mit einer geringeren Schädigung der Membranin-

tegrität bzw. einer besseren Vitalität einhergeht. Im Hinblick auf die GR-Aktivität lässt 

sich ebenfalls eine durchweg negative Beziehung zu der geschädigten Membranintegri-

tät im HOS-Test nachweisen.  

2. Betrachtet man die Analyse der Korrelationen zwischen den Parametern der DNA-

Integritätsbestimmung und den Oxidantien- und Antioxidantienkonzentrationen im Semi-

nalplasma, fallen die beiden durchweg negativen Signifikanzen zwischen der Chroma-

tindekondensation in der CMA3-Färbung und der ROS-Konzentration sowie der SOD-

Aktivität auf. Die negative, im Gegensatz zur mehrheitlichen Literaturmeinung stehende 

Beziehung der Chromatindekondensation zur ROS-Konzentration stützt die These der 

physiologischen ROS-Produktion, nach der eine gewisse Menge an ROS für die norma-

len Funktionen und Abläufe in den Spermatozoen von essentieller Bedeutung ist. Da-

hingegen zeigt der ebenfalls negative Zusammenhang zwischen der Chromatindekon-
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densation und der SOD-Aktivität entsprechend den Annahmen mehrerer Autoren einen 

protektiven Einfluss dieses antioxidativ wirksamen Parameters auf die DNA-Integrität.  

3. Die Untersuchungen zur Auswirkung sämtlicher in der vorliegenden Arbeit bestimmter 

Parameter auf die Befruchtungs- und Schwangerschaftsresultate der Patientinnen nach 

IVF- und ICSI-Therapie ergeben insgesamt wenig eindeutige Ergebnisse. Wie unter 

4.1.4 dargestellt, lassen sich unter Betrachtung des Gesamtpatientenkollektivs eine 

durchschnittliche Befruchtungsrate von 57,96 ± 25,22 % sowie eine klinische Schwan-

gerschaftsrate pro Embryotransfer von 32,56 %, für den begonnenen Zyklus von 30,43 

% feststellen. Im Hinblick auf den Einfluss der Spermiogrammparameter zeigen sich 

positive Korrelationen zwischen der Dichte sowie der Vitalität und der Befruchtungsrate. 

Außerdem findet sich eine signifikant höhere Vitalität bei den Männern, deren Frauen 

schwanger geworden sind. Im Zusammenhang mit der DNA-Integrität lässt sich lediglich 

für die Befruchtungsrate eine Tendenz dahingegen erkennen, dass unabhängig von der 

jeweils verwendeten Nachweismethode mit zunehmendem Schädigungsgrad der DNA-

Integrität die Befruchtungsrate abnimmt. Auch in der Literatur findet sich diesbezüglich 

keine klare Linie.  

Die Analyse der Zusammenhänge zwischen der ROS-Konzentration und den Befruch-

tungs- und Schwangerschaftsresultaten liefert der These der physiologischen ROS-

Konzentration entsprechend durchweg positive Korrelationen zwischen ROS und der 

Befruchtungsrate. Auch der Vergleich der ROS-Konzentration zwischen den Paaren, bei 

denen eine Schwangerschaft eingetreten ist und denen, die nicht erfolgreich waren, 

zeigt bei den Männern der Schwangeren entgegen der mehrheitlichen Literaturmeinung 

höhere ROS-Werte. Die Untersuchungen zu den verschiedenen antioxidativ wirksamen 

Parametern lassen dagegen keine Beziehung zu Befruchtung und Schwangerschaft 

erkennen.  

Insgesamt kann im Rahmen der vorliegenden Dissertation kein Parameter identifiziert 

werden, mit dessen Hilfe sich der Erfolg einer Therapie mit IVF und/oder ICSI sicher 

voraussagen ließe. Dementsprechend und aufgrund der ebenfalls unklaren Studienlage 

besteht zur Beeinflussung der Therapieresultate nach Anwendung assistierter Repro-

duktionsverfahren noch erheblicher Forschungsbedarf.  

4. Die Frage nach bestehenden Unterschieden für die einzelnen hier durchgeführten 

Untersuchungen im Vergleich der beiden Patientenkollektive, dem IVF- und dem ICSI-

Kollektiv führt zu der sich deutlich herausstellenden Tendenz der schlechteren Resultate 

bzw. eines höheren Schädigungsgrades in der ICSI-Therapiegruppe sowohl im Hinblick 

auf die Spermiogrammparameter als auch bezüglich der DNA-Integrität. Die ROS-
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Konzentration erreicht in der ICSI-Gruppe zwar niedrigere Werte als im IVF-Kollektiv, die 

über den ROS/TAS-Quotienten ermittelte letztlich resultierende oxidative Belastung ist 

aber ebenfalls im ICSI-Kollektiv etwas größer. Dementsprechend können auch für die 

Aktivitäten der enzymatischen Antioxidantien sowie für die TAS-Konzentration in der 

ICSI-Gruppe die niedrigeren Werte beobachtet werden.  

Interessanterweise ergeben sich bei den Patientenpaaren, die im Rahmen dieser Studie 

mittels ICSI therapiert wurden, trotz des höheren Schädigungsgrades der Spermatozoen 

im Vergleich zu den mit IVF Behandelten sowohl höhere Befruchtungs- (63,78 ± 27,84 % 

versus 55,14 ± 23,81 %) als auch Schwangerschaftsraten (50 % versus 24,14 %) (siehe 

4.1.4).  

Des Weiteren ist im Bezug auf die untersuchten Korrelationen festzustellen, dass sich 

die Ergebnisse des ICSI-Therapiekollektivs wohl nicht zuletzt auch wegen des kleineren 

Stichprobenumfangs (n=15) weniger eindeutig darstellen als dies für das Gesamt- oder 

IVF-Kollektiv der Fall ist.  

Abschließend bleibt zu bemerken, dass die zahlreichen zum Teil in jahrzehntelanger 

Forschungsarbeit erzielten Erkenntnisse bezüglich der auch in der vorliegenden Dissertation 

untersuchten Parameter und Zusammenhänge noch lange nicht vor ihrer endgültigen 

Vervollständigung stehen. Stattdessen werden durch aktuellere Studien und Untersuchun-

gen immer noch neue Fragen aufgeworfen, die es zur letztlichen Klärung der Thematik 

weiter zu analysieren gilt. Die vorliegende Arbeit stellt trotz ihres relativ breiten Untersu-

chungsspektrums nur einen kleinen Beitrag zur Aufklärung des komplexen Themas der 

männlichen Infertilität dar. Die hier gewonnenen Ergebnisse verdeutlichen, dass potentiell 

schädigende Substanzen wie die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) oder Prozesse wie die 

Apoptose bis zu einem gewissen Grad auch zur Erfüllung physiologischer Funktionen 

notwendig zu sein scheinen. Andererseits steht noch in der Diskussion, ob potentielle 

Schutzstoffe wie die enzymatischen Antioxidantien im Hinblick auf antioxidative Therapieop-

tionen nicht auch kontraproduktiv sein können. Letztlich stellt sich also die Frage nach 

optimalen Wertebereichen für die betrachteten Parameter.  

Zur Identifizierung entscheidender Einflussfaktoren für die andrologische Sub- bzw. Infertilität 

sowie für die assistierten Reproduktionsverfahren müssen dringend noch weitere Studien 

erfolgen. Um die Komplexität dieses Themas besser zu erfassen, scheint es nötig, gleichzei-

tig mehrere Zusammenhänge zu untersuchen. So stellt sich der Vergleich mit einer gesun-

den fertilen Kontrollgruppe immer von Vorteil dar. Zudem sollte auf einen möglichst großen 

Stichprobenumfang und ein ausgewogenes Zahlenverhältnis zwischen den miteinander zu 

vergleichenden Gruppen geachtet werden. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit untersuchten 
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Parameter wäre neben der hier erfolgten Messung im Seminalplasma auch die Bestimmung 

in den Spermatozoen selbst eine sinnvolle Ergänzung. Auch muss den Interaktionen und 

Beziehungen der einzelnen Parameter untereinander wie beispielsweise der gegenseitigen 

Beeinflussung der Antioxidantien verstärkte Aufmerksamkeit geschenkt werden. Einen 

weiteren interessanten, in der vorliegenden Studie nicht berücksichtigten Aspekt stellt die 

Erfassung von Art und Häufigkeit im Vorfeld der Studie erfolgter Behandlungen der Patien-

tenpaare dar.  

Bei all diesen Untersuchungen zur männlichen Infertilität darf allerdings nicht vergessen 

werden, dass auch zahlreiche Störungen von Seiten der Frauen ursächlich am Schwanger-

schaftsmisserfolg sein können.  

Schlussendlich stehen der modernen Reproduktionsmedizin noch Jahre intensiver For-

schungsarbeit bevor, in denen nur eine interdisziplinäre Zusammenarbeit der verschiedenen 

medizinisch theoretischen sowie der klinischen Fachbereiche zum Ziel führen kann.  
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7 Anhang 

7.1 Standardisierte Auswertungsbögen 

7.1.1 Spermiogrammprotokoll 

 

Abbildung 7-1: Standardisiertes Spermiogrammprotokoll 
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7.1.2 Beurteilungsbogen zur Spermienmorphologie 

 

Abbildung 7-2: Standardisierter Beurteilungsbogen zur Spermienmorphologie 

7.2 Häufig verwendete Lösungen 

7.2.1 Phosphate Buffered Saline (PBS) 

Zur Herstellung von 10 Liter 1 molarer PBS-Lösung benötigt man die folgenden in Tabelle 

7-1 mit ihren zugehörigen Mengenangaben aufgeführten Reagenzien. 
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Tabelle 7-1: PBS-Lösung 

Reagenz Menge [g] Zubereitung 

Natriumchlorid (NaCl) 80 

Kaliumchlorid (KCl) 2 

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) 11,5 

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) 2 

Kalziumchlorid (CaCl2 × 2 H2O) 1,32 

Magnesiumsulfat  
(MgSO4 bzw. MgSO4 × 7 H2O) 

0,59 bzw. 
1,21 

Die einzelnen Reagenzien 
werden in 10 l destilliertem 

Wasser gelöst. 

Die PBS-Lösung ist dann im 
Kühlschrank bei 4°C einige 

Wochen haltbar. 

 

7.2.2 HAM’S F10 

Die Herstellung eines Liters HAM’S F10-Lösung erfolgt nach der in Tabelle 7-2 beschriebe-

nen Anleitung. 

Tabelle 7-2: HAM’S F10-Lösung 

Reagenz Menge [g] Zubereitung 

HAM’S F10 (Seromed Berlin) 9,88 

Kalziumlactat (C6H10CaO6 × 5 H2O) 0,308 

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 2,108 

Penicillin 0,075 

Streptomycin 0,075 

Die Substanzen werden in 1 l destillier-
tem Wasser gelöst. Die gebrauchsfertige 
HAM’S F10-Lösung ist dann bei 4°C circa 

4 Wochen haltbar.  

Zur Spermienaufbereitung werden 45 ml 
der HAM’S F10-Lösung mit 5 ml 

Humanalbumin gemischt. 

 

 





 

Abkürzungsverzeichnis 

AO  Acridine Orange 

ASA  Spermienantikörper (antisperm antibodies) 

CMA3  Chromomycin A3 

DIR  Deutsches IVF-Register 

DNA  Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 

FSH  Follikelstimulierendes Hormon 

GMG  Gesundheitsmodernisierungsgesetz 

GnRH  Gonadotropin Releasing Hormon 

GPX  Glutathionperoxidase 

GR  Glutathionreduktase 

GV  Germinal vesicle 

Hb  Hämoglobin 

hCG  humanes Choriongonadotropin 

hMG  humanes Menopausengonadotropin 

HOP-Test Hamsterovum-Penetrationstest 

HOS-Test Hypoosmotischer Schwelltest 

ICSI  Intrazytoplasmatische Spermieninjektion 

Ig  Immunglobulin 

i.m.  intramuskulär 

IVF  In-vitro-Fertilisation 

LH  Luteinisierendes Hormon 



176 Abkürzungsverzeichnis 

M  Mittelwert 

MAR-Test Mixed Antiglobulin Reaction Test 

n  Anzahl 

OAT  Oligoasthenoteratozoospermie 

OHSS  Ovarhyperstimulationssyndrom 

p  Signifikanzkoeffizient 

PBS  Phosphate Buffered Saline 

r  Korrelationskoeffizient 

ROS  Reactive Oxygen Species 

SCSA  Sperm Chromatin Structure Assay 

SD  Standardabweichung 

SOD  Superoxiddismutase 

TAS  Total Antioxidant Status 

TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling 

WHO  Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization) 

XOD  Xanthinoxidase 
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