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VORWORT

Mit der Entwicklung der wissenschaftlichen Forschungsmethoden wird
es immer leichter, jenen Anspriichen zu geniigen, nach welchen die wissen-
schaftliche Forschung gleichzeitic mit der Analyse grundlegender biologischer
Fragen auch die Probleme der Praxis lost. Die Forschung der Biologie und
Pathologie der minnlichen Geschlechtszellen hat in der letzten Zeit einen
groflen Aufschwung genommen. An der Forschung nehmen Zytologen, Histo-
logen, Embryologen, Chemiker, Genetiker, Urologen, Tierdrzte usw. gleicher-
mafen teil, denn die biologischen Eigenschaften der ménnlichen Geschlechts-
zellen sind fiir die Fachminner vieler Disziplinen von grofitem Interesse. Ks
zeigte sich, daf} der Grund fiir die Unfruchtbarkeit des Menschen mindestens
so oft die miannlichen Keimzellen waren, wie ein Defekt der Eizellen. Bis vor
kurzem wurden die ménnlichen Keimzellen nicht so griindlich untersucht,
wie die weiblichen Eizellen, wo die Unregelmifligkeit der Periodizitit leicht
bemerkbar ist und die Aufmerksamkeit auf die eventuellen Storungen richtet.
Aullerdem ist die Spermatologie fiir die Tierzucht von grofler Bedeutung,
denn durch die Forschung und Kenntnis der Spermien kann man das Material
fiir die kiinstliche Besamung sichern.

Alle diese Umstéinde trugen zur Erhohung des Interesses bei und fiithrten
zum Wunsch des Austausches der Meinungen, wodurch die Forschung weiteren
Antrieb erhalten konnte. Auf Grund dieser Erwiigung fand es die Ungarische
Akademie der Wissenschaften fiir richtig, ein solches Symposion zu organi-
sieren, das den verschiedenen Fachleuten, Arzten und Nicht-Arzten Gelegen-
heit gibt, ihre Meinungen auszutauschen, und bei welchem die Beschiftigung
mit einem streng begrenzten Thema zum erfolgreichen Fortschritt der Frage
beitrigt. Die Bewegung der Spermien und ihr Zusammenhang mit der eigen-
artigen Struktur, mit dem besonderen und von dem anderer Zellen abweichen-
den Charakter der Spermien, ist eine jener Fragen, welche in engem Zusam-
menhang mit der Bestimmung der Befruchtungsméglichkeit stehen. Dieses
Thema ist also ohne Zweifel eines von jenen, welche am meisten Interesse
beanspruchen koénnen. Der Band erscheint in der Serie »Symposia Biologica
Hungarica« der Ungarischen Akademie der Wissenschaften. Es ist dulerst
zu bedauern, daf} es erst nach vier Jahren in die Hinde der Leser gelangen
kann. Das Erscheinen wurde durch den Wunsch verziogert, auch die Diskussion
zu publizieren, was aber leider letzten Endes nicht gelang. Das im Band
enthaltene Material ist jedoch noch heute aktuell und wenn auch das Eine
oder Andere von der Forschung bereits iiberholt ist, kénnen im Grunde
diejenigen, die sich fiir das Thema interessieren, die Seiten dieses Werkes
mit Nutzen durchblittern.

Budapest, 1. September, 1964

Prof. Dr. 1. Torg
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VERANDERUNGEN DER MOTILITAT DER SPERMIEN
DURCH EINIGE AUSSERE UND INNERE EINFLUSSE

J. HYNIE

SEXOLOGISCHES INSTITUT DER KARLS-UNIVERSITAT, PRAG

Zusammenfassung

Fiir das Studium der Beweglichkeitsverdnderungen der Spermien wurde
von uns eine modifizierte Methode nach BAKER u. Mitarb. angewandt. Hiebei
wird die Ubertrittsdauer von 100 Spermien iiber eine Grenzlinie zwischen zwei
kleinen Quadraten einer Zahlkammer gemessen und aus dieser bzw. der Spermien-
dichte ihre mittlere Geschwindigkeit errechnet. Bei manchen Untersuchungen
geniigt es, nur die Ubertrittsdauer oder deren reziproke Werte, den sog. Propul-
51v1tatsmdex zu vergleichen.

Auf diese Weise konnten wir feststellen, dall bei Zimmertemperatur die
Spermienmotilitit noch 2—4 Stunden nach der makroskopischen Verfliissigung
steigt und erst dann absinkt. Nach Verdiinnung mit verschiedenen isotonischen,
nicht storend eingreifenden Flissigkeiten wurde die Motilitdt in den meisten
Fallen erheblich gesteigert. Weiter wurde der stoérende EinfluB der Hypo- und
Hypertonie sowie die Wirkung niedriger bzw. hoher pH-Werte studiert. Das Eja-
kulat vertriigt bei ruhigem Kontakt sogar 159%ige HCI, die spontan nicht tiefer
eindringt und im Ejakulatzentrum die bperrmenb(\wpghchkelt nur wenig beein-
fluBt. Nach Durchmischung geht diese jedoch — ebenso wie bei quasi isotonischer
HC1 — schnell wieder verloren. In der letztgenannten Séure bewegen sich die
Spermien nach teilweiser Neutralisation mit isotonischer Na,HPO, lingere Zeit.

Toxische Substanzen aus Trichomonas vaginalis-Kulturen setzen die Sper-
mienbeweglichkeit herab.

Fur Antikonzeptionsmittel bestimmte, kiinstliche toxische Substanzen
sollten in isotonischen und teilweise neutralisierten Losungen auf ihre spermiziden
Eigenschaften gepriift werden. Bei halbfliissigen Antikonzeptionsmitteln kénnen
wir nicht mit ihrem Eindringen in das Ejakulat rechnen und missen deshalb
beide Medien kurz vermischen.

Mit Hilfe dieser Methode kann man auch die Wirkung innerer, besonders
jedoch hormonaler Einflisse auf die Spermienbeweglichkeit studieren. Uber
diesbeziigliche definitive Resultate konnen wir jedoch einstweilen nicht berichten.

Einfiihrung

In meinem kurzen Referat mochte ich besonders iiber die Erfassungs-
moglichkeiten von Beweglichkeitsverinderungen der Spermien berichten und
hiebei betonen, daf} eine objektive Untersuchungsmethode der Spermatozoen-
motilitit mehr aussagen kann, als die blofle Angabe des Prozentsatzes mobiler
Spermien bzw. die subjektive Schitzung der Motilititsstufen. Aus vielen,
bereits vorliegenden guten objektiven Methoden wiihlte ich jene, die einfach
und wenig anspruchsvoll ist und somit leicht bei experimentellen Unter-
quchungen und in der irztlichen Praxis angewandt werden kann. Auch sollte
sie mehr als nur die Beweglichkeit einzelner Spermien ausdriicken.
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Aus diesem Grunde entschied ich mich fiir die Methode der Spermien-
geschwindigkeitsuntersuchung bei Stieren nach BAKER, CRAGLE, SALISBURY
und vAN DEMARK, die jedoch fiir die drztliche Praxis modifiziert und verein-
facht werden mulfite.

Methodik

Wir beobachten das verfliissigte, unverdiinnte menschliche Sperma bei
Zimmertemperatur in einer Zihlkammer und achten darauf, wie bewegliche
Spermien in zwei angrenzenden kleinen Quadraten die Grenzlinie in beiden
Richtungen durchtreten; mit einer Stoppuhr wird die Zeit bestimmt, die 100
Spermien bendétigen, um diese Grenzlinie zu durchkreuzen. Aus dieser Zeit
und der Durchtrittsoéffnung, die von der Linge der Grenzlinie und der Tiefe
der Zihlkammer abhiingig ist, kénnen wir fiir eine bestimmte Zahl von Spermien
in 1 em® deren mittlere Geschwindigkeit berechnen. Die Grenzlinie mifit regel-
milig 0,05 mm, die Tiefe der Zihlkammer 0,10 mm, 0,05 mm oder 0,02 mm.
Die letzte seichteste Kammer eignet sich am besten, ist jedoch seltener im
Handel. Fiir Zihlkammern von 0,05 mm Tiefe kann die Berechnung der
mittleren Spermiengeschwindigkeit nach folgender Formel durchgefiihrt
werden:

1

N.— -60
g = 7_;%11&; _ 100-1,40-60 3360000 3360 56 P;
d-q-t " 2. spz/mm?- ¢ 8Pz, - t SPZy,
400
¢ — mittlere Geschwindigkeit in Minuten
d — Spermatozoen in mm?
¢ — Querschnitt der Durchtrittsoffnung
t — Zeit des Durchtrittes von 100 spz(N) in sec
T — Zeit in Minuten
spz,, — Millionen von Spermien in 1 em?
1 60 stz sy
P; = — = ——— — Propulsivititsindex
i t/sec

Fiir den Durchtritt und die erreichte Entfernung von 1 mm einer
bestimmten Spermienzahl in 1 mm3 durch die 1x1 mm messende Offnunc
muf} eine bestimmte Zeit vorausgesetzt werden, wenn man eine geradlinige
und gleiche Bewegungsrichtung annimmt. Bei einer kleineren Offnung wird
demnach nur eine kleinere Zahl von Spermien den gleichen Weg zuriick-
legen. Die so gewonnenen Daten ermoglichen also die Propulsivitiatsberech-
nung einer geradlinigen Bewegung. Da sich jedoch die Spermien in ver-
schiedenen Richtungen bewegen, verwenden wir bei der Berechnung der wirk-
lichen mittleren Propulsivitit, die gréfer ist als dem Ubertritt entspricht,
einen Korrektionfaktor, d. h., wir dividieren diese durch den Sinus von 45°.

Um die Pp-Prozente der Propulsivitit zu bestimmen, geniigt es bei einer
konstanten Spermienzahl die Durchtrittszeit von 100 Spermien zu vergleichen.
Sonst bedeuten reziproke Werte der Durchtrittszeit einen wichtigen Beurtei-
lungsfaktor des Kjakulates, den wir Propulsivititsindex, P; nennen. Der
Propulsivititsindex bestimmt den Wert des Ejakulates ausgedriickt durch
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die Spermiendichte und -motilitit, d. h. gleichzeitig durch zwei Faktoren,
die sich in bestimmter Weise ergiinzen konnen. Bei qualitativ hervorragendem
Ejakulat betrigt P; beilaufig 1,0—0,5, bei noch gutem Ejakulat P, — 0,50
bis 0,20.

Wenn wir ecine Zihlkammer von 0,02 mm Tiefe beniitzen, nehmen wir
fiir Berechnung des P; die Durchtrittszeit von 40 Spermien.

Anwendung der Methode
Motilititsverinderungen der Spermatozoen nach der Ejakulation

Mit dieser Methode konnten wir zeigen, daf} die Propulsivitiat der Sper-
mien nach erfolgter makroskopischer Kolliquation noch einige Stunden wichst
oder schwankt und erst dann allmihlich absinkt (Tab. 1).

Die Propulsivitidt in 10 beliebig ausgewihlten Ejakulaten stellte sich
in Propulsivititsprozenten ausgedriickt wie folgt dar: nach Kolliquation 1009%,,
nach 1 weiteren Stunde 1259%,, nach 2%, Stunden 1139%,, nach 4 Stunden 1069%,.
Solch feine Unterschiede kann man bei blof} subjektiver Schitzung begreif-
licherweise nicht feststellen.

Also die mittlere Propulsivitiat der Spermien wichst bei Zimmertempera-
tur noch einige Stunden nach der Verfliissigung.

Tabelle 1
Ejakulat — 5,8 em® mat 172 Mailjem?
o Nach Nach Nach Nach
Unmittelbar 40 1 Std. 40 3 Std. 4 Std.
Rein nach l t 86” ‘ 81” 717 80” 77
Verfliissigung ‘| Pp 1009, 1069, 1219, 107%, 1119
Mit physiol. t 2" 69” I 75" 92" 76"
NaCl-Losung
| |
0,3:0,1 Pp 19% | 125% | 115%, 939, 1139,
Verdiinnt t 74" | 81 | 83 | 103" 158"
0,2:0,2 Pp 116% | 1069, ‘ 1049, ’ 83% 549,
Verdiinnt t | o4 | 1007 ‘ 106" | 153" 1817
0,1:0,3 Pp 919, I 867 | 819, i 56% 479%

t — Durchtrittszeit
Pp — Prozente der Propulsivitat

Die Verdimnung des Ejakulates

Bei Verdiinnung des Ejakulates mit nicht schidigenden isotonischen
Losungen stieg die Durchgangszeit einer bestimmten Spermienmenge nicht
proportional mit dem Grade der Verdiinnung, sondern wesentlich langsamer;
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also die Beweglichkeit der Spermien ist grofier geworden (Tab. 1). So erreichte
z. B. die mittlere Geschwindigkeit bei einer Verdiinnung mit isotonischer
Kochsalzlosung im Verhiltnis 1 : 3 sogar 3009, des Ausgangswertes, aber sank
dann schneller.

Verschiedene Losungsmittel regen natiirlich die Beweglichkeit der Spermien
in verschiedener Weise an. Von den Chloriden der Kationen Na', K’, Ca'-,
Mg ist dies besonders das MgCl, (Magnesiumchlorid). Kalziumfreie Ringer-
Losung bewiihrte sich uns unter mehreren zusammengesetzten kiinstlichen
Losungsmitteln besonders gut. Zur Neutralisation von Siuren leistete uns das
isotonische bibasische Natriumphosphat (Na,HPO,) sehr gute Dienste. Nach
Mischung mit isotonischen Salz-, Essig-, Milch- und Zitronensiurelosungen
horte die Beweglichkeit der Spermien rasch auf, blieb jedoch bei teilweiser
Neutralisation mit 1—3 Teilen isotonischer Na,HPO, noch lange erhalten,
wenn das pH bis etwa zu 5 anstieg. Das pH ist wichtiger als die Zusammen.-
setzung der Siure. Die Borsiure brauchte nicht so viel Zusatz. Bei bloBem
Kontakt des Kjakulates mit den angefiihrten Siuren drangen jedoch dieselben
nicht allzuschnell in die Ejakulatmasse ein und deshalb blieb die Beweg-
lichkeit hinter der Grenzschicht fast unverindert. Auch 15%, Salzsiure dringt
bei blofier Anlagerung nicht schnell in die Ejakulatmasse ein und erzeugt auf
ihrer Oberfliche eine schiitzende Schicht. Bei Durchmischung tétet jedoch
eine solch konzentrierte Salzsidure die Spermien sofort. In solcher Weise miissen
wir die Angaben in der Literatur verstehen, dal} die Spermien starke HCI
besser vertragen als schwache. Auch isotonische Kalilauge und Natronlauge
verhalten sich dhnlich.

Gleichfalls Aypotonische Lisungen wie z. B. destilliertes Wasser und
hypertonische Losungen verhalten sich bei einfacher Zugabe oder nach der
Mischung in ihnlicher Weise. Nach Durchmischung mit Uberschuf} der stark
hypotonischen oder hypertonischen Fliissigkeit schwindet die Beweglichkeit
sehr schnell.

Kolloidstoffe wie z. B. Gummi acaciae oder agar kénnen in isotonischen
Losungen gelost, die Beweglichkeit in gewisser, jedoch nicht allzu ausdrucks-
voller Weise hemmen. Auf der anderen Seite konnen Kolloidstoffe die storende
Wirkung schidigender Ionen beschriinken.

Die Isotonie und Neutralisation spielen bei der Priifung toxischer Wirk-
stoffe eine wichtige Rolle, besonders aber solcher, die zur Antikonzeption
verwendet werden sollen. Manche geliufig als toxisch angesehenen Mittel
zeigten sich in isotonischer Losung und bei nicht zu hohem oder niedrigem pH
eigentlich wenig toxisch.

Bei der Priifung halbfliissiger Antikonzeptionsmittel (der Antikonzeptions-
gelee) rechnen wir damit, daf} siec ohne das Wirken einer dritten Kraft, in der
Regel nur schwer in das Ejakulat eindringen. Wir vermischen sie deshalb
mit dem Ejakulat unter Beniitzung eines Glasstidbchens von ca. 6 mm Durch-
messer, das in einer Eprouvette von 8 mm Weite nur einmal gedreht wird.
Auf diese Art versuchten wir die sub coitum stattfindende leichte Durchmischung
nachzuahmen.

Mit Hilfe der oben angefiihrten Methode priiften wir auch Toxine von
Mikroorganismen, besonders die des Trichomonas vaginalis. Der Niahrboden
CPLM (Zystein-Pepton-Leber-Maltose mit Kaninchenserum, Penicillin und
Streptomycin) verringerte die Propulsivitit im Vergleich zu kalziumfreiem
Ringer auf 779, die Trichomonas vaginalis-Kultur aus gleichem Néhrboden

14



auf 569%,, und zerquetschte Trichomonas vaginalis-Kulturen mit Endoxinen
bis auf 34%,. Solche Unterschiede kann man bei subjektiver Beobachtung nicht
ausreichend bewerten.

Besprechung

Wie erwihnt, kann die Originalmethode von BAKER und Mitarb. fiir
die angefiihrte klinische und experimentelle Praxis nicht beniitzt werden.
Als erheblicher Storungsfaktor fiir die Beurteilung der Spermienbeweglichkeit
sei besonders die Verdiinnung erwithnt. Weiter braucht man nicht immer die
mittlere Propulsivitit berechnen, und es geniigt sehr oft nur der Vergleich
der Durchgangszeiten, Prozent der Propulsivitit (Pp).

Ich habe versucht mit dieser Methode auch die Verinderungen der Sper-
mienbeweglichkeit durch innere Einfliisse und besonders die Wirkung der
Hormontherapie zu verfolgen. Ich habe besonders die Therapie mit kleinen
Dosen von Androgenen gleichzeitig mit sehr kleinen Ostrogendosen in 14tigigen
Stollen probiert. Da ich bisher nicht genug Fille (34) und nicht fiir genug
lange Zeit beobachten konnte, sei hier nur vorliufig erwiihnt, daf sich bei
manchen Patienten die Qualitit bzw. die Motilitit des schwachen Spermas
nach dieser von HEROLD inaugurierten Methode besserte.

Gemif} der an unserem Institut von RaBocH und HoMoLKA bei verschie-
denen histologischen Hodentypen durchgefiihrten Ejakulatmengen und
Phosphatasenstudien scheint nicht nur das Testosteron aus Leydigschen Zellen,
sondern noch ein anderer testikulidrer Wirkstoff und wahrscheinlich auch das

hypophysire Prolaktin an der Spermiogenese und Beweglichkeit mafligeb-
lich beteiligt zu sein.
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ASPECTS PARTICULIERS DE LA CYTODYNAMIQUE
NEMASPERMIQUE «IN VITRO»

A. GiarorA et C. BALLERIO

INSTITUT «REGINA ELENA», MILANO

Résumé

L’étude cyto-dynamique des spermatozoides «in vitro» montre que ’apport
expérimental de certaines solutions spermio-isotoniques du type de la solution
de Ringer-phosphates & un pH de 7,4, entraine une activation biochimique des
cellules séminales et une augmentation notable de leur survie (jusqu’a 180 heures
a une température constante de 20 degrés Celsius, avec une survie moyenne de
120 heures). Ces valeurs ne subissent pratiquement aucun changement aprés
addition d’autres substances & des concentrations données (acides aminés, anti-
biotiques, vitamines).

Ces résultats expérimentaux sont applicables en clinique dans certains
cas bien déterminés.

Introduction

Avant de vous parler de certains aspects particuliers de la cytodynamique
némaspermique «in vitro» formant le but de notre bref exposé, je voudrais
ouvrir une paranthése sur les deux limitations fondamentales qui régnent encore
dans le domaine de ces recherches, et qui trop souvent provoquent des erreurs
d’interprétation.

Tout d’abord, les connaissances imparfaites que nous avons encore sur
Paction immédiate et médiate des solutions communément employées pour
maintenir et stimuler le mouvement cellulaire, ou pour le réveiller, s’il était
assoupi, et ensuite I'imprécise évaluation mécanique de la cinétique néma-
spermique.

L’opinion des différents chercheurs n’est pas a ce sujet unanime; les
uns 'attribuent a I'influence humorale du milieu, ¢’est & dire & la concentration
hydrogénionique et & 'action des ions sur les éléments contractiles de la queue
du spermatozoide ou & la présence de carbohydrates glycolysables; d’autres
I'attribuent a la conformation asymétrique de la queue et & la présence, ainsi
qu’a la position de ce que I'on appelle la goutte protoplasmatique; d’autres
enfin I'attribuent a la contraction et & la décontraction du filament axile.

Voila pourquoi, dans la pratique, lorsque nous considérons le type, le
degré, la qualité, la durée et la variété du mouvement, nous pouvons méme
nous ¢loigner de nos conceptions.

C’est a ces aspects que nous limitons 'évaluation de la dynamique
némaspermique, car nous estimons en définitive qu'ils peuvent réellement
résumer le probléme tout entier.

En ce qui concerne le type, nous tenons uniquement compte dans nos
recherches des trois variétés de mouvement:

1° mouvement de propulsion (celui dans lequel les queues dessinent
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alternativement, dans un sens ou dans 'autre, des courbes latérales avec le
déplacement en avant qui en dérive);

2° mouvement latéral ow ondulatoire (par des déplacements lents et
latéraux de la queue, et parfois par des séries de vibrations sur les différents
plans ou méme par des secousses provoquant des sursauts plus ou moins vifs).
Cette attitude exprime toujours une vitalité réduite ou des conditions d’am-
biance défavorables, mais elle peut également faire prévoir un réveil imminent
de I'état dynamique jusqu’alors assoupi, comme dans le cas de la conservation
«a frigore;

3° mouvements rotatoires (avec des déplacements de compensation in
loco, sur un diametre plus ou moins réduit et a une vitesse variable, ce qui
exprime des conditions vitales défavorables irréversibles).

Nous évaluons en pourcentages le degré du mouvement, étant donné
que Pappréciation est plus ou moins favorable, en raison du fait qu'une activité
énergique et vive prévaut sur les autres types de mouvements (oscillatoire-
rotatoire), que dans le domaine expérimental nous groupons sous 'appellation
de «<mouvements non progressifsy.

La qualité du mouvement doit étre considérée afin de rechercher les
influences plus ou moins effectives des moments physico-chimiques (en parti-
culier mécaniques), alors que pour la diversité du mouvement on devra tacher
de savoir si celle-ci est spontanée ou provoquée.

On doit enfin concevoir la durée du mouvement, par l'intermédiaire
d’examens répétés toutes les 12 heures jusqu’a 'épuisement total de toute
activité cinétique, comme une survivance exprimée aussi bien par la totalité
des heures & mouvement progressif que par un indice de survivance qui tient
compte également des variations des pourcentages entre une observation et
Pautre.

Méthodes

Dans nos expériences nous avons examiné la survivance in vitro,* sous une tem-
pérature constante de - 20° du sperme naturel et du sperme additionné, dans la propor-
tion de 1 & 10, de sérum homologue, sérum hétérologue, solutions salines et glucosalines
a pH variable** (solution saline Ringer-bicarbonate, solution glucosaline Ringer-bicar-
bonate, solution glucosaline magnésique, solution glucosaline gélatinée) et & pH constant
(solution glucosaline Ringer-phosphate, solution glucosaline type Baker), avec 'adjonc-
tion expérimentale d'une dilution appropri¢e, d’amino-acides, d’antibiotiques, de sulfa-
mides et de vitamines.

* g 1 g b+ asty +agty + .. cap_ylp_y + Apy thy T+ apty s
10 10
@, g, Ag. oo . Ay, Ay_y, @, =activité cinétique exprimée par la méthode des diziémes,
bils ity san ol gty =fractions de temps entre 2 observations successives pendant

lesquelles on attribue une activité constante au sperme.
** Solut. salines et glucosalines a pH variable :
A) Solut. saline Ringer-bicarb. (pH = 6,0)

Solut. Ringer-NaH CO, 2,5x 1072 mole/litre
NaCl solut. 0,154 M cc 100,0
KCl » 0,164 M” 2,0
CaCl, (anhydre) 20,110 M *? 2,0
NaHCO, » 0,154 M 20,0

B) Solut. glucosaline Ringer-bicarb. (pH = 6,0)

Solut. Ringer-NaHCO, 2,5x 10~* mole/litre, lévulose 0,29,
NaCl solut. 0,154 M cc 100,0
KCl » 0,164 M ” 2:0
CaCl, (anhydre) 2 0110 M ¥ 2,0
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NaHCO, solut. 0,154 M cc 20,0
lévulose (Merck) 109, . 2.5
C) Solut. glucosaline magnésique (pH = 6,2)
NaCl solut. 0,154 M cc 100,0
KCl1 » 0,164 M 4,0
CaCl, (anhydre) i AOLIOIM: 3,0
NaHCO, » 0,1564M ,, 21,0
MgSO 4 - 7 H,0 s 0,154 M 1,0
lévulose (Merck) 109, o 2,6
D) Solut. glucosaline gélatinée (pIl = 5,8)
NaCl gr 0,900
KCl1 0,018
CaCl, (anhydre) 0,200
Peptone Witte 1,250
gélatine 1,250
lévulose (Merck) 2,500
H,0 distillée ce 100,00
E) Solut. saline et glucosaline & pI constante
Solut. glucosaline Ringer-phosphate (pH = 7,4)
NaCl solut. 0,154 M cc 100,0
KCl » 0,154 M 2,0
CaCl, (anhydre) w0110 M 2,0
NaHCO, » 0,154 M 20,0
tampon phosph. 0,109 M1 10,0
lévulose (Merck) 109, 2,7
I) Solut. glucosaline type Baker (pIl = 7,6)
NaCl gr 0,20
Na,HPO, 0,60
KH,PO, 0,01
lévulose (Merck) 3,00
H,O distillée cc 100,00

1 Na,HPO, gr 1,268 — Nall,PO, gr 0,243 — H,O distillée cc 1000,0

Résultat et discussion

Comme solution spermioisotonique ayant une durée de survivance
moyenne de 120 heures, la solution glucosaline Ringer-phosphate s’est démontrée
vraiment idéale; ensuite la solution glucosaline magnésique (environ 120 heures)
et enfin les solutions glucosalines type Baker et Ringer-bicarbonate (108 heures).
En ce qui concerne les temps les plus longs, nous avons obtenu le classement
suivant: solution glucosaline Ringer-phosphates et type Baker (180 heures),
solution glucosaline Ringer-bicarbonate (168 heures), solution magnésique
(144 heures) et enfin solution saline Ringer-bicarbonate (132 heures).

Malheureusement le peu de temps que nous avons & notre disposition ne
nous permet pas d’examiner les particularités parfois trés intéressantes des
résultats expérimentaux que nous avons recueillis. Nous pouvons seulement
dire que ladjonction expérimentale d’amino-acides s’est démontrée, par
ordre décroissant, plus favorable pour 'arginine (0,1), la glycocolle (0,1) et
la I-lysine (0,1) avec des valeurs moyennes allant de 110 a 105 heures, et des
valeurs maxima allant de 144 & 120 heures.

L’adjonction d’antibiotiques a donné les résultats réprésentés dans
tableau 2.

Dans I’ensemble pour évaluer I'influence sur la cytodynamique néma-
spermique in vitro de I'adjonction expérimentale de quelques solutions spermio-
isotoniques et de certaines substances additives (amino-acides, antibiotiques,
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Tableau 1

Effet des solutions différentes

.k A . Durée de survivance Indice de survivance
Sperme naturel et additionné 1 : 10 avec solutions Cas s 4 .
spermioisotoniques, sérum homologue et hétérologue N& moyen- s . moyen- T .
ne minima | maxima ne minima | maxima
Spernis IteErall wicwes o sme s s smm s 18 62 36 96 2.60 1,20 3,60

Solut.saline Ringer-bicarbonate (A) 8 90 | 48 132 | 3,38 | 1,72 | 5,04
Solut. glucosaline Ringer-
bitarbonate ... eies.sms (B) 18 108 | 48 168 | 3,86 | 1,72 | 5,56

Solut. glucosaline magnésique. (C) 12 120 | 72 144 | 4,28 | 3,04 | 5,52

Sperme additionné avec une

Solut. glucosaline gélatinée... (D) 8 95 72 120 | 3,34 | 2,12 | 4,56
Solut. glucosaline Ringer- ‘

PHOBPHNBAE. wieiemimier s shozw 2 4100 (E) 18 120 72 180 | 5,72 | 3,66 | 7,72
Solut. glucosaline Baker .... (F) 18 108 1 18 180 | 4,32 1,72 6,52
Sérum hétérologue (cobaye) ...... 12 61 | 36 84 | 2,50 | 1,06 | 3,98
Sérum homologue (Rh positif) ... 12 64 ‘ 36 96 | 2,64 | 1,20 | 4,08

|

vitamines), nous nous rapportons aux durées de survivance du sperme naturel
conservé dans les mémes conditions expérimentales (durée moyenne de 62
heures, avec un maximum de 96 heures).

Nous constatons alors que les simples adjonctions de solution glucosaline
Ringer-phosphates ont permis de porter les moyennes a 120 heures et les plus
longues & 180 heures; de méme que par I'adjonction de dihydrostreptomycine
(0,05), de niacine (0,01) et d’arginine (0,1) on a obtenu des durées moyennes
allant de 110 & 120 heures; par 'adjonction de trois antibiotiques (tetracycline,
terramycine et auréomycine) de la pyridoxine et de l'arginine aux durées
maxima de 144 & 168 heures.

Nos résultats nous aménent done a conclure que I'adjonction appropriée
de certaines solutions spermioisotoniques active le biochimisme de la cellule
némaspermique et augmente considérablement la durée de survivance, méme
si la derniére addition d’autres substances tend a diminuer tout au moins
partiellement ces effets, mais de telle facon cependant & ne jamais compro-
mettre leurs possibilités d’emploi clinique si I'on en constate I'opportunité.

Le résultat précédent devient encore plus évident si I'on se rapporte
a l'indice de survivance (qui tient également compte du degré cinétique).
Nous obtenons ainsi les indices moyens suivants: solution Ringer-phosphate:
5,72; type Baker: 4,32; glucosaline magnésique: 4,28; glucosaline Ringer-
bicarbonate: 3,86; saline Ringer-bicarbonate: 3,38. Comme indices maxima:
solution Ringer-phosphates: 7,72; type Baker: 6,52; glucosaline Ringer-
bicarbonate: 5,56; glucosaline magnésique: 5,52; saline Ringer-bicarbonate:
5,04.

L’adjonction expérimentale d’aminoacides (tabl. 2) donne les valeurs
moyennes suivantes: pour l'arginine 0,1 : 110 heures; pour la glycocolle 0,1
et la lysine 0,1 :105 heures; pour l'arginine 0,05 et glycocolle 0,01: 102
heures. Pour les valeurs maxima: pour L-arginine 0,1: 144 heures; pour glyco-
colle 0,1, L-arginine 0,05 et 0,01, L-lysine 0,1: 120 heures.
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Tableau 2
Effet des aminoacides

Sperme additionné 1: 10 avec solutions | Dilu- | Cas Litsie: P SutpiRag B g R
glucosaline, Ringer-phosphates aminoacides | tion N° ey ’ I |mamml ey ‘ A ‘ .
GIVEOEOIIE: cwvs wosms s smiass s s 0,1 18 105 72 120 | 3,91 3,40 | 5,65
0,01 18 102 72 108 3,50 3,15 5,32

FOSSATARING 1 & o s o5 wresra s o s 0,1 12 98 24 108 2,95 0,86 5,50
0,01 12 65 24 120 | 2,82 | 0,86 5,63

Acide aminobutyrique ......... 0,1 8 24 12 72 | 165 | 045 | 3,12
0,01 8 26 24 72 | 1,78 | 0,87 | 3,48

NS TRTEOTILIG) « s wewist s 56t syey o 0,1 12 | 88 24 108 | 2,38 | 0,86 | 3,85
0,01 12 86 48 108 2,89 1,72 3,90

MB-VAlING s o« woms s aiae s scowis 9 0,1 18 78 48 108 | 2,70 1,75 | 3,68
001 18 | 95| 72| 108| 3,70 | 3,09 | 3,80

DA NOPVRIGS 5o 6 nnvess s e | 0,1 12 24 12 72 1,64 | 0,40 3,10
0,01 12 26 24 72 1,75 0,84 3,50

R LBROING .« : o wss ¢ cuvias §a 5 s 0,1 12 | 46 24 84 | 2,10 | 0,85 3,48
‘ 0,01 | 12 42| 24| 72| 1,06 0,79 | 3,02

TSISOIEUOING « sivis o s e & s s & | 0,1 12 46 24 72 | 2,06 | 0,94 | 3,46
C001 | 12 46 | 24| 72| 202! 090 | 3,28

HE-NOPIGHEIRE & « v s 5« wws ¥ v5 G s . 0,1 12 50 24 72 2,09 0,80 3,25
‘ 0,01 ‘ 12 52 24 72 1,98 | 0,86 | 3,11

IR OTIIIG, i s & S RIeur s s 0,1 18 5 48 108 | 2,90 | 1,61 | 3,85
0,01 ‘ 18 75 48 108 | 2,77 1,65 | 3,80
LrOEnithitie s o anies & siiss 64 subs o 8 0,1 18 18 12 2 1,02 0,35 3,46
0,01 18 26 24 2 1,78 0,84 3,50
Lo ATEINING oo 5 saves 5 56500 & dais o 0,1 18 110 72 144 3,85 3,40 5,95
0,05 18 102 72 120 3,52 3,04 5,64
0,01 12 100 72 120 | 3,50 | 3,10 | 5,60
0,005 12 100 72 108 | 3,45 | 2,85 | 5,45
MR-CHEERIING  cuie s awsne s sy 01 8 70 36 108 | 2,66 | 1,20 | 3,82
0,01 8 68 36 108 | 2,32 1,18 | 3,65
Lo MEYRITG! 5 enivs eiase s 5 Ghle §h Sobiens 0,1 12 105 72 120 3,75 2,98 5,70
0,01 12 100 60 108 | 3,48 | 2,95 | 5,41

Acide-L-aspartique ............ 0,1 8 78 48 108 | 2,70 | 1,65 | 3,91
0,01 8 85 60 108 3,50 3,05 3,94
Acide-L-glutamique ............ 0,1 8 46 24 72 2,35 | 0,86 | 3,58
0,01 8 46 24 72 | 2,05 | 0,85 | 3,45

Acide-L-oxyglutamique ......... 0,1 8 46 24 72 | 2,05 | 0,82 | 3,46
0,01 8 46 24 72 2,30 0,86 3,58
LAGYRLAING & wommes s e s s smsss 0,1 12 46 24 84 | 2,06 | 0,80 | 4,48
0,01 12 46 24 48 | 1,74 | 0,88 | 1,85




Sperme additionné 1 : 10 avec solutions Dilu- Cas il etk Andlices de FUTTIvaic

glucosaline, Ringer-phosphates, aminoacides tion N° mog’:n- I | [ mog’:n- | __ ’maximn
ms-Méthionine ................ 0,1 12 42 24 72 2,02 | 0,86 | 3,40
0,01 12 46 24 48 1,74 | 0,86 1,80

ms-Phénilalanine .............. 0,1 8 42 24 72/ 2,10:] 0,88 | 3,41
0,01 8 32 24 48 1,02 | 0,50 1,68

mS-FryptopBane ... ..« eeu »amesn s 0,1 8 32 12 48 1,12 | 0,65 1,65
0,01 8 42 12 72 2,06 | 0,85 3,22

IEERSIAING] tteb. gt BRG S eisasae o 0,1 18 78 24 108 | 2,85 | 1,70 | 3,84
0,01 18 94 48 108 | 3,50 | 3,02 | 3,82

Li2PIOMNe) o o v wuisins o sishns o9 avavars 0,1 8 65 72 108 | 2,32 1,20 | 3,80
0,01 8 70 36 108 | 2,64 1,22 | 3,75

TEOXTPTOIIE +aaime diion sammes 0,1 12 46 36 48 1,74 | 0,88 | 2,02
0,01 12 42 24 72 | 1,08 | 0,85 | 2,96

Nous référant & l'indice de survivance, nous avons comme valeurs
moyennes: glycocolle 0,1: 3,91; L-arginine 0,1: 3,85; L-lysine 0,1: 3,75; ms-
valine 0,01: 3,70; L-arginine 0,05: 3,52. Et comme valeurs maxima: L-arginine
0,1: 5,95; L-lysine 0,1: 5,70; glycocolle 0,1: 5,65; L-arginine 0,05: 5,64; ms-
alanine 0,01: 5,63.

L’adjonction d’antibiotiques (tabl. 3) a donné les résultats suivants:
comme valeurs moyennes la dihydrostreptomycine base 0,05: 120 heures;
le chloroamphénicol simple 0,05: 110 heures; la pénicilline G-potassique et
sodique 0,315, la tétracycline chlorhydrate 0,005 et la terramycine 0,0025:
107 heures. Comme valeurs maxima: la tétracyline 0,005, la terramycine
0,0025 et I'auréomycine 0,005: 168 heures; la dihydrostreptomycine 0,05 et la
pénicilline 0,315: 156 heures.

Les indices de survivance donnent comme valeurs moyennes pour la
dihydrostreptomycine 0,05: 4,25; pour la pénicilline 0,315: 3,90; pour 1’auréo-
mycine 0,005: 3,84; pour la tétracycline 0,005: 3,80; pour le chloroamphénicol
0,05: 3,78. Les valeurs maxima sont: pour la pénicilline 0,315: 5,85; pour
I'auréomycine 0,005: 5,78; pour la dihydrostreptomycine 0,05: 5,75; pour la
tétracycline 0,005: 5,70; pour la streptomycine base 0,05: 5,62.

Les vitamines (tabl. 4) ont donné les valeurs moyennes suivantes: pour
la niacine 0,01: 112 heures et 0,1: 105 heures; pour I’acide ascorbique 0,001:
99 heures; pour la pyridoxine0,1: 98 heures; pourl’acide pantothénique 0,0001:
86 heures. Les temps maxima sont: pour la pyridoxine 0,1: 168 heures; pour
la niacine 0,1et0,01; pour 'acide ascorbique 0,01 et 0,0001: 120 heures. Comme
indices de survivance moyens pour la niacine 0,01: 4,62 et 0,1: 3,84; pour
I’acide ascorbique 0,001: 3,68; pour la pyridoxine 0,1: 3,65. Les maxima sont:
pour la pyridoxine 0,1: 6,52; pour la niacine 0,01: 5,82 et 0,1: 5,70; pour
I’acide ascorbique 0,0001: 5,61 et 0,01: 3,92.

Pour évaluer dans I'ensemble I'influence sur la cytodynamique néma-
spermique in vitro de I'addition expérimentale de certaines solutions spermio-
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Effet des antibiotiques ow sulfamides

Tableau 3

Sperme additionné A solution Oas Durée de survivance Indices de survivance
glucosaline Ringer-phosphates Dilution l\'; moyen- “moyen-
et antibiotiques ou sulfamides ne I minima I maxima ne minima l maxima
Pénicilline G-potassi- 0,630%, 12 105 48 120 | 3,50 | 2,35 | 5,65
que et sodique (1000 U.O/cc)
0,315% 12 107 48 156 | 3,80 ( 1,85 | 5,85
(500 U.O/ce)
Dihydrostreptomycine 0,059%, 12 120 72 156 | 4,25 | 3,30 | 5,75
base (sulfate) (500 gr/cc)
0,01%, 12 102 72 120 | 3,50 | 3,24 | 5,14
(100 gr/cc)
Streptomycine base 0,05%, 12 103 60 144 | 3,70 | 2,78 | 5,62
(500 gr/ec)
0,01%, 12 101 72 120 | 3,45 | 3,18 | 5,18
(500 gr/ec)
Chloroamphénicol 0,05% 12 110 | 72 144 | 3,78 | 2,98 | 5,41
(500 gr/ce)
0,01% 12 100 72 120 | 3,25 | 2,75 | 5,10
(100 gr/ce)
Tétracycline 0,005%, 12 107 48 168 | 3,80 1,65 | 5,70
(chlorhydrate) (50 gr/ce)
0,0025%, 12 100 48 120 | 3,36 | 1,75 | 5,24
(25 gr/ee)
Terramycine (oxitétra- 0,005%, 12 105 48 120 | 3,556 | 2,25 | 5,35
cycline chlorhydrate) (50 gr/ee)
0,0025%, 12 107 | 48 168 | 3,74 | 2,05 | 5,60
(25 gr/ce) ‘
Auréomycine (chlor- 0,005%, 12 106 48 168 | 3,84 [ 2,18 | 5,78
tétracycline chlor- (50 gr/ce)
hydrate) 0,0025%, 12 | 100| 48 | 120 | 350 | 2,40 | 5,20
(25 gr/ce)
Erythromycine 0,005%, 12 105 48 120: | 38,22 | 2,25 | 6,05
(50 mg/ce)
0,0025%, 12 100 48 108 2,74 1,65 3,95
(25 mg/ce)
Bacitracine 0,0059%, 12 105 48 120 | 3,18 | 2,17 | 4,98
(50 gr/ec)
0,0025%, 12 100 | 48 108 | 2,92 | 1,75 | 4,05
(25 gr/ee)
Trisulfamides (sulfadia- 0,56% 12 85 60 108 | 2,05/ | 1,75 | 3,25
zine, sulfamerazine, (0,003 gr/ce)
sulfamétazine) 0,1% 12 | 100] 48 | 120 2,8 | 1,60 | 4,05
(0,001 gr/ce)
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Tableau 4

Effet des vitamines

Sperme additionné & solu- Cas Durée de survivance Indices de survivance
tion Ringer-phosphates et Dilution ROl T ’ Tovens )

vitamines ne minima | maxima ne \ minima | maxima
Tiamine (Vit. B 1) 0,01 12 | 84 | 48 | 108 295| 1,72 | 3,90
0,001 12 76 48 96 2,50 1,70 ‘ 3,25
Riboflavine (Vit. B 2) 0,001 12 65 36 108 | 2,32 1,20 | 3,82
0,0001 12 70 36 108 | 2,65 | 1,20 ‘ 3,88
Pyridoxine (Vit. B 6) 0,1 12 98 24 168 | 3,65 0,88 | 6,562
0,01 12 75 48 108 | 2,92 | 1,70 | 3,86
Niacine (Vit. PP) 0,1 12 105 72 120 3,84 | 3,40 ‘ 5,70
0,01 12 112 72 120 | 4,62 3,42 5,82
Biotine (Bios IT) 0,01 12 46 24 72 | 2,05 | 0,82 | 3,48
0,001 12 46 24 721 2,30 | 0,86 | 3.56
Acide pantothénique 0,01 12 50 24 72 | 2,04 | 0,80 | 3,24
(comme sel de calcium) 0,001 12 86 48 108 | 2:89 | 1,72 | 3,90
Cyanocobalumine (Vit. B 12) 0,001 12 46 24 48 1,74 | 0,88 1,80
0,0001 12 42 24 72 1,06 | 0,83 | 3,01
Acide ascorbique (Vit. C) (19 12 46 24 84 | 2,06 [ 0,85 | 3,47
(comme sel de sodium) 0,01 12 78 48 110 | 2,84 1,72 | 8,92
0,001 12 99 72 108 | 3,68 | 3,55 | 3,82
0,0001 12 63 24 120 3,02 | 0,86 | 5,61
Vitamine E 0,01 12 24 12 72 1,64 | 0,40 | 3,09
0,001 12 26 24 72 1,78 | 0,84 ; 3,50
Vitamine K 0,001 8 42 24 72 | 2612 | @86 | Sl
0,0001 8 32 12 48 | 1,02 | 0,50 | 1,68

isotoniques et de certaines substances additives (aminoacides, antibiotiques,
vitamines), nous nous rapporterons aux durées et aux indices de survivance
du sperme naturel maintenu dans les mémes contiditions expérimentales:
temps moyen de 62 heures avec un maximum de 96 heures et un indice moyven
de 2,60 avec un maximum de 3,60. Nous constatons alors que la simple adjonction
des solutions glucosaline Ringer-phosphates et glucosaline magnésique a
permis les durées moyennes de survivance de 120 heures et par la nouvelle
adjonction, toujours des solutions glucosaline Ringer-phosphates, de di-
hydrostreptomycine & la dilution de 0,05 & 120 heures, de niacine 0,01 &
112 heures et de L-arginine 0,1 & 110 heures.

En exprimant ces mémes valeurs en indices de survivance, nous avons
des valeurs moyennes pour la solution Ringer-phosphates de 5,72, pour la
niacine 0,01 de 4,62, pour la dihydrostreptomycine 0,05 de 4,25 et pour le
glycocolle 0,1 de 3,91.
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Si nous voulons par contre considérer les valeurs maxima, nous avons
des temps de survivance de 180 heures pour la solution Ringer-phosphate et
la glucosaline type Baker, de 168 heures pour la nouvelle adjonction de tétra-
cycline 0,05, terramycine 0,0025, auréomycine 0,05 et pyridoxine 0,1 toujours
& la solution Ringer-phosphates, et de 144heures par I'addition de L-arginine
0,1.

Exprimés en valeurs de survivance, nous avons les indices suivants:
pour la solution Ringer-phosphates: 7,72; pour la pyridoxine 0,1: 6,52; pour
L-arginine 0,1: 5,95; pour la pénicilline 0,315: 5,85.
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DIE SPERMAQUALITAT BEEINTRACHTIGENDE
EXOGENE UND ENDOGENE FAKTOREN

I. ME£szAROS

FORSCHUNGSINSTITUT FUR TIERZUCHT, BUDAPEST

Zusammenfassung

Im Rahmen der Routinearbeit der Stationen fiir kiinstliche Befruchtung
wurden die jahreszeitlichen Veréinderungen in der Qualitit der Bullenspermien
beobachtet. In den Monaten Juli und August war die Spermaqualitat schwécher,
was auf der Sommerwéarme und gesteigerten Insolation beruhte.

Von subklinischen Erkrankungen, insbesondere von den anscheinend sym-
ptomfreien Verdauungsstérungen, wird die Spermaqualitéit verschlechtert, durch
Verabreichung von hefehaltigen Futtermitteln oder Antibiotika jedoch betréacht-
lich verbessert.

In der Spermaproduktion eines Bestandes von 50 Bullen war zunehmende
Verschlechterung eingetreten. Die Spermien bewegten sich einwandfrei, tolerierten
aber nicht die Verdiinnung. Es entwickelte sich ein anabiotischer Zustand, als
dessen Ursache die vegetative Erschopfung der Bullen festgestellt werden konnte.
Aus betriebstechnischen Griinden hatte man die Ruhezeit der Bullen verkiirzt,
dabei aber verrichteten sie die iibliche Bewegung und Arbeit. Die vegetative
Erschopfung hatte sich in 6—7 Monaten entwickelt und konnte durch Erhéhung
der Ruhezeit in wenigen Wochen behoben werden.

Die kiinstliche Befruchtung kommt in zahlreichen Zweigen der Tier-
zucht, neuerdings hauptsichlich in der Rinder- und Schafzucht ausgedehnt
zur Anwendung. Im Jahre 1960 wurden etwa 65%, der Bestinde, ungefihr
600 000 Kiihe, inseminiert. Da von einem Bullen 1200—1500, mitunter
mehrere tausend Kiihe befruchtet werden, erscheint es angezeigt, die Ver-
inderungen, die in der Samenproduktion der Bullen zeitweise festzustellen
sind, mit besonderer Sorgfalt zu beobachten.

In den einzelnen Stationen fiir kiinstliche Befruchtung werden unter-
schiedliche Trichtigkeitsergebnisse erzielt. Auch die Resultate der mit dem
Sperma einzelner Bullen durchgefiihrten Befruchtungen sind sehr verschieden,
obgleich die Haltungs-, Fiitterungs- und Arbeitsverhiltnisse in den einzelnen
Befruchtungshauptstationen iibereinstimmen. In einer dieser Stationen werden
85—90%, der inseminierten Kiihe triichtig, anderswo 72—759%,. Innerhalb
einer Hauptstation aber werden 379, der mit dem Samen eines Bullen insemi-
nierten Kiihe und 60%, der mit dem Samen eines anderen befruchteten trichtig.

Bei der Auswahl der Bullen muf3 man daher auch die Qualitit des Samens
beriicksichtigen. Eine richtige Selektion kommt in der Ziichtung, bei der
Auswahl der Bullen mit unsicherer oder schlechter Produktion zur Geltung.
Die gute Befruchtungsfihigkeit ist ein zuverlissiges Zeichen fiir den
erwiinschten Zustand des Organismus.

Auch in eigenen Untersuchungen vermochten wir zu bestitigen, dal} die
schlechte Befruchtungsfiihigkeit an den Nachkommen eines Hengstes als
hereditire Eigenschaft in Erscheinung getreten ist. Obgleich der Samen des
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Stammhengstes iiber keine schlechte Fertilitiit verfiigte, weil 679, der von ihm
gedeckten Stuten triichtig wurden, waren seine minnlichen Nachkommen durch
labile bzw. ausgesprochen schlechte Befruchtungsfihigkeit, die weiblichen durch
schwache Konzeption, Zyklusstorungen bzw. Anostrus gekennzeichnet. Die
Spermaproduktionsstérungen der Hengste manifestierten sich in Nekro-
spermie, im Erscheinen degenerierter und mifigebildeter Zellformen, in der
verringerten Lebensdauer und schlechten Befruchtungsfihigkeit der morpholo-
gisch normal aufgebauten Spermien. Beachtenswert ist, dal} diese Fehler
nur bei den aus einzelnen bestimmten Stutenfamilien stammenden Nachkom-
men in Erscheinung traten, bei anderen nicht.

Bei den Storungen im Befruchtungsvermogen der minnlichen Tiere
handelt es sich nur zum kleineren Teil um hereditire, zum groferen jedoch
um erworbene Eigenschaften. Diese Samenproduktionsstorungen treten zum
Teil voriibergehend, temporir auf. Der Organismus reagiert lebhaft auf die
Umweltwirkungen, und die Qualitit des Samens spiegelt getreu den Zustand
des Organismus wider.

In der Samenerzeugung der Bullen sind jahreszeitliche Schwankungen
zu beobachten. Im Juli und August ist die Qualitit des Samens schwicher,
die Libido der Bullen launenhaft. Die Qualititsverschlechterung des Spermas
geht auch aus den Laboratoriumsuntersuchungen hervor. Dariiber hinaus
wird das prozentuale Resultat der Insemination schwicher, was laut MANN
auf der intensiveren Sonnenstrahlung, nach CsukAis eher auf der groflen
Sommerhitze beruht. Im Sommer 1960, wo sich in unserem Kontinentalklima
keine lingere Zeit andauernde Hitzeperiode entwickeln konnte, sind Storungen
in der Samenproduktion der Bullen in der angegebenen Zeitperiode interes-
santerweise in geringerem Malle oder kaum zu beobachten gewesen.

Von den Umweltfaktoren iiben die komplexen Wetterverinderungen auf
das geschlechtliche Verhalten der miinnlichen Tiere und auf die Qualitiit
ihres Samens eine bedeutende Wirkung aus. Von der Fortpflanzungsbiologi-
schen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Tierzucht durchgefiihrte Unter-
suchungen (PAszror) haben ergeben, daf} die Libido der empfindlicheren
ménnlichen Tiere anliflich der Wetterfrontverinderungen schwicher wird.
Das Ejakulat enthilt viele unbewegliche Spermien. Die Qualititsverschlechte-
rung des Samens ist unmittelbar vor dem Erscheinen der Frontsymptome oder
withrend der Frontverinderung zu beobachten und hilt nur kurze Zeit an.
Einige Wetterfaktoren, z. B. der relative Feuchtigkeitsgehalt der Luft, die
Temperatur, die Intensitit der Sonnenstrahlung, iiben gleichfalls Einfluf}
auf die Spermaproduktion aus. Bei Arten, bei welchen die Domestikation
verhiltnismifig spit eingetreten ist, kommt den Wetterfaktoren, besonders
der Sonnenstrahlungsintensitit, im Auftreten der Libido und in der Qualitit
des Samens grofle Bedeutung zu.

Im Gegensatz zum dauernden Stallaufenthalt ist die ausgiebige Haltung
der Tiere im Freien fiir die Spermaerzeugung vorteilhaft. Wo sich die Bullen
den ganzen Tag im Freien aufhalten, kommen Fehler in der Samenproduktion
seltener vor. Wo jedoch diese Frage noch nicht gelost ist (Keeskemét, Mezd-
hegyes), dort wird oft iiber die Qualitit des Spermas und die Libido der Bullen
geklagt.

Durch die quantitativ und qualitativ gut organisierte systematische
Arbeit — statt der dauernden Ruhe — wird die Libido, die Vitalitit der Sper-
mien und letzten Endes die Fertilitit giinstig beeinflufit. Wenn man jedoch
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einen alten Hengst oder schwer gewordenen Bullen, um sie auslaufen zu lassen,
zu ermiidenden Wegen zwingt, wenn man die minnlichen Zuchttiere bei
feuchtem, windigem Wetter stundenlang im Freien hiilt, so wird ihre Libido
schwiicher und auch die Qualitit des Samens schlechter.

Von subklinischen Erkrankungen, insbesondere von Verdauungsstérun-
gen dieser Art, werden Quantitit und Qualitit des Samens erheblich beein-
trichtigt. Die im inneren Milieu stindig erzeugten pathologischen Stoff-
wechselprodukte werden resorbiert und beeinflussen vor allem die Funktion
der akzessorischen Geschlechtsdriisen ungiinstig. Diese Veranderungen lassen
sich schwer eliminieren, weil sie ihrer Natur gemil} schwierig zu erkennen sind
und leicht der Aufmerksamkeit des Fachmanns entgehen. Es empfiehlt sich
daher, insbesondere wenn Futtermittel von schwiicherer Qualitit zur Verwen-
dung kommen, gleichsam zur Privention die verdauungsfordernden Futter-
vorbereitungsmethoden einzufiihren, beispielsweise die Hefebehandlung des
Kraftfutters, die Verfiitterung von Antibiotika.

Im Rahmen eines fritheren Versuchs haben wir in verschiedenen Statio-
nen fiir kiinstliche Befruchtung 45 Bullen und 80 Hengste untersucht, in deren
Spermaproduktion wir mehr oder weniger Anomalien fanden. Sechs Wochen
hindurch wurde ihrem Kraftfutter Hefe zugegeben, worauf ihre Libido stirker
wurde und auch die Samenmenge zunahm. Das Sperma war dichter, die
Bewegung der Spermien ist lebhafter geworden. Die biologische Untersuchung
des Samens ergab gleichfalls bessere Werte. Die Qualitiitsverbesserung des
Spermas war bei denjenigen ménnlichen Tieren nicht zu beobachten, bei
denen Miingel am anatomischen Aufbau der Samenzellen vorlagen.

Die Fertilitit der Vatertiere wird auch von exogenen Faktoren beein-
fluf3t, die nur kurze Zeit einwirken. Ein unter schlechten Bedingungen durch-
gefiihrter Tiertransport fithrt, auch wenn er nur einige Stunden dauert, aber
das Tier erschopft, zur einwandfrei feststellbaren Verschlechterung der Samen-
qualitiit.

Manche minnliche Tiere reagieren auch auf die Bedingungen der Samen-
entnahme stiirker als die anderen. Eine Qualitiitsverschlechterung des Samens
kann auch dann eintreten, wenn die Paarung nicht in der gewohnten Um-
gebung erfolgt. Aus diesem Grunde organisieren wir die Bedingungen der
Samenentnahme in der Praxis der kiinstlichen Insemination durch Sicherung
derselben Verhiltnisse, um nach Maoglichkeit zu verhindern, dal} bei den
Tieren schiidliche Reflexwirkungen zustande kommen.

Den die Samenqualitit verschlechternden Effekt der unzweckmiilligen
Tierhaltung und der anscheinend entsprechenden, in Wirklichkeit jedoch
ermiidenden Arbeit haben wir unlingst beobachten koénnen. Aus betriebs-
technischen Griinden hatte man wetellte Arbeitszeit fiir die Tierpfleger einge-
fithrt, so daf} die Tiere vor der morgens 8 Uhr beginnenden Samenentnahme
bereits ruhen konnten. Mit der Fiitter ung und Pflege der Bullen wurde morgens
um 143 Uhr begonnen, statt um 6 Uhr, wie frither. Das an sich iibliche Auf-
und Abfiihren wurde bei mehreren Tieren durch mehrstiindige Ackerbestellung
bzw. durch kleinere oder grofiere Fuhrarbeiten ergiinzt. Nach 5—6 Monaten
traten anfangs vereinzelt, spiter immer hiufiger Spermaproduktionsstorungen
auf. Die Bullen waren zwar stiller, aber deckten zufriedenstellend. In dem
unmittelbar nach der Ejakulation untersuchten Samen war die Massenbewe-
gung der Spermien lebhaft, doch tolerierten sie nicht die Samenverdiinnung.
Bereits unter der Wirkung von wenigen Tropfen Verdiinnungslosung stellten
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die Spermien anfangs erst nach einigen Stunden, spiter innerhalb von wenigen
Minuten, ja sogar nach einigen Sekunden die Bewegungen ein. Aus den biolo-
gischen Firbungen muflte auf den anabiotischen Zustand der Spermien ge-
schlossen werden. Mit Eosin-Nigrosin firbte sich der Kopf der Spermien nur
halb und blafirosa. Zur Samenverdiinnung benutzten wir die Salisburysche
Eigelb-Zitrat-Glukoselosung. Fallweise wurde mit entrahmter Kuhmilch
verdiinnt. Die iibliche, aus doppeldestilliertem Wasser zubereitete Verdiinnungs-
I6sung war schidlicher als die aus Brunnenwasser hergestellte. Im morpholo-
gischen Aufbau der Spermien fanden wir keine Verinderung.

Die Qualititsverschlechterung des Spermas darf auf eine voriibergehende
Storung (Erschopfung) des vegetativen Nervensystems der Bullen zuriick-
gefiithrt werden. Die Bullen hatten sich an die neue Situation, die wesentliche
Verkiirzung ihrer Ruhezeit, nicht gewohnt. Infolge der verinderten Funktion
ihres vegetativen Nervensystems hatte sich auch die Zusammensetzung des
Samenplasmas gedndert. Angesichts ihrer herabgesetzten Widerstandsfihig-
keit tolerierten die Spermien die mit der Verdiinnung einhergehende Bela-
stung nicht.

Obzwar die Bullen viel lagen, vermochten sie sich in Wirklichkeit doch
nicht auszuruhen, weil sie durch die Bewegung am frithen Morgen und die
Inanspruchnahme am Tage ermiidet wurden. Als wir wieder die frithere Tages-
ordnung einfiihrten, d. h. die Pflege und Fiitterung morgens um 6 Uhr began-
nen und ihre Verwendung als Zugtiere aufhorte, besserte sich allmihlich die
Qualitit des Spermas, und nach einigen Wochen war der Samen wieder ein-
wandfrei.

Der Fall ist deshalb beachtenswert, weil die Ursache der Qualitits-
verschlechterung des Samens infolge der langsamen Entwicklung nur schwer
geklart werden konnte und eine Stérung in der Samenproduktion eingetreten
war, welche die Arbeit der Hauptstation fast ganz lahmlegte.

Das vegetative Nervensystem bildet ein Kettenglied zwischen dem
obersten Abschnitt des Zentralnervensystems und den inneren Organen
(HeriNy). Bei der Bewertung der Geschlechtstiitigkeit und Spermaproduktion
der ménnlichen Tiere miissen diese anatomischen und funktionellen Zusammen-
hinge beriicksichtigt werden. Die Geschlechtstitigkeit wird durch die zum
vegetativen Nervensystem gehorigen unbedingten Reflexe gewihrleistet. Auf
ihre Qualitit iiben die bedingten Reflexe starken Einfluf} aus. Dieser Einflufl
ist je nach den exogenen Einwirkungen giinstig oder ungiinstig.

Die Qualitit des Spermas ist in hohem Mafle vom Samenplasma abhéingig.
In welchem Ausmal} die kinetische und vitale Energie der Spermien frei-
gesetzt wird, beruht grofitenteils auf der Qualitit des Sekrets der akzessori-
schen Geschlechtsdriisen. Die Einwirkungen der Umwelt auf den Organismus
rufen iiber die Reflexbahnen Erregungen hervor und losen Verdnderungen in
der Téatigkeit der akzessorischen Geschlechtsdriisen aus.

Die Qualititsverinderungen des Spermaplasmas konnen auch durch die
Verinderungen im Gehalt an freien Aminosiduren nachgewiesen werden.
Sperma von schlechter Qualitit hat einen anderen freien Aminosiurengehalt
als qualitativ einwandfreies. Die Qualititsverinderung des Samens steht im
geraden Verhiltnis zu den biochemischen Verinderungen im Spermaplasma.
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BELEBUNGSVERSUCHE MIT KONDOMSPERMA

R. BUuDVARI
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Zusammenfassung

Ein eigenartiges Problem der zu gerichtlichen Zwecken (Ehescheidungs-
prozessen, Vaterschaftsklagen usw.) durchgefiihrten Spermauntersuchungen ist
der Fall des ins Kondom entleerten Spermas. Die vorliegenden, Versuche unter-
stiitzen die mehr oder minder bekannte Tatsache, dafl dassog. Kondomsperma fiir
jede Art von spermatologischen Untersuchungen ungeeignet ist. Wie die Versuche
beweisen, bringen die dem Talkpulver beigemengten spermiziden Stoffe, die die
Verklebung des Kondoms verhindern sollen, die Bewegung der ins Kondom gelang-
ten Spermien innerhalb von 1—2 Minuten zum Stillstand. Dieser spermizide
Effekt ist irreversibel, und trotz Zugabe von bekannten Belebungslésungen kehrt
die Motilitét der unbeweglichen Spermien nicht zuriick, und der spermizide Effekt
1aBt sich auch durch im voraus ins Kondom gespiilte Lésungen nicht abwehren.

In der Praxis hat die Spermatologie im wesentlichen zwei Hauptaufgaben:
pie Infertilititsuntersuchungen bei den sich nach Kindern sehnenden Ehe-
paaren und die Untersuchungen des Zeugungsvermdogens zu gerichtlichen
Zwecken (in Ehescheidungsprozessen, hauptsichlich aber bei Vaterschafts-
klagen). Die theoretischen Fragen der Spermatologie dienen — von Veterinir-
problemen abgesehen — diesen beiden wichtigsten Zwecken.

Die forensische Spermatologie wirft naturgemif} eigenartige Probleme auf,
denen in diesem Rahmen besondere Bedeutung zukommt. Zu diesen rechnet
das ins Kondom entleerte Sperma, in dem eine eigentiimliche Motilitatsstorung
der Spermien eintritt. Die Spermatologie begniigt sich im allgemeinen mit
der theoretischen Feststellung, das Kondomsperma sei fiir Infertilititsunter-
suchungen vollig ungeeignet und komme daher fiir diesen Zweck nicht in
Frage. ‘Aus diesem Grunde fithrten wir unter Beriicksichtigung der speziellen
Geswhtspunkte der forensischen Spermatologie Versuche zur Klarstellung
folgender Fragen durch:

1. Worauf beruht es , dal} die in das Kondom gelangten Spermien unbe-
weglich werden?

2. Handelt es sich bei dieser spermiziden Wirkung um eine temporiire
oder definitive, und ist der Effekt reversibel?

3. Nach welcher Zeitspanne tritt die spermizide Wirkung in Erscheinung?

4. Lift sich die spermizide Wirkung des Kondoms verhindern?

5. Auf welche Weise kann die vom Kondom hervorgerufene » Nekrosper-
mieq festgestellt werden ?

Bei den Versuchen benutzten wir das bei den fiir gerichtliche Zwecke
vorgenommenen Zeugungsfihigkeitsuntersuchungen gewonnene Sperma. In

* Zur Zeit: Pécs
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Kinzelfillen wurde die Untersuchung wiederholt und das beim zweitenmal
entleerte Sperma in ein Kondom aufgefangen oder aber — hiufiger — das in
eine Flasche entleerte Kjakulat halbiert und die Hélfte nach Uberfuhrung
in ein Kondom untersucht. Dem Kondomsperma entnahmen wir Proben zu
verschiedenen Zeitpunkten, und zwar sogleich nach der Ejakulation (oder
Einfillung in das Kondom), nach 15 Minuten, 60 Minuten und nach 12 Stun-
den. Je einen Tropfen der Proben untersuchten wir nach Verdiinnung mit
verschiedenen Belebungslosungen im Verhiltnis 1 : 10 mikroskopisch, wobei
das Aufhoren oder Lebhafterwerden der Spermienbewegungen 10— 15 Minuten
hindurch beobachtet wurde; ferner fithrten wir auch andere Versuche durch.
(Verwendet wurden Kondome ungarischer Erzeugung, Fabrikat Emergé de
Luxe, Exportqualitiit.)

Die auffallendste Eigentiimlichkeit des Kondomspermas ist die vollige
Unbeweglichkeit der Spermien. Worauf beruht diese Erscheinung? Anfangs
empfahl man das Kondom als Schutzmittel gegen Geschlechtskrankheiten;
nachdem jedoch stindig diinnerer Gummi verwendet wurde und die hiufigeren
Risse im Kondom zu unangenehmen Folgen fiihrten, wurden den Kondomen
von den Fabriken spermizide Stoffe zugegeben. Diese benzenartigen spermi-
ziden Substanzen besitzen eine starke Wirkung und werden in der Regel dem
Talkpulver beigemengt, welches die Verklebung des Kondoms verhindern soll.
Wird das Kondom griindlich mit physiologischer Kochsalzlosung ausgespiilt,
so verliert sein Inneres endgiiltig die spermizide Wirkung. Zugleich zeigt die
Spiilfliissigkeit, selbst noch in 10facher Verdiinnung, aktiven spermiziden
Effekt.

Fiir die spermizide Wirkung gibt es zwei Malfistibe: erstens den Zeit-
punkt des Auftretens der spermiziden Wirkung, zweitens die Irreversibilitit
des Effektes. Unsere Versuche erstreckten sich hauptsichlich auf den ersteren
Fall.

Wie bereits erwithnt wurde, entnahmen wir Spermaproben zu verschie-
denen Zeitpunkten nach der Entleerung bzw. Einfiillung des Spermas in das
Kondom. Da die Literaturangaben im allgemeinen von einer langsamen sper-
miziden Wirkung sprechen, entnahmen wir anfangs die erste Probe nach
12stiindiger Aufbewahrung des Ejakulates im Kondom. Nach dieser Zeit-
spanne trat die spermizide Wirkung im Ejakulat bereits total zutage, beweg-
liche Spermien waren nicht mehr zu entdecken. Dasselbe stellten wir auch
in den Kondomspermaproben fest, die zu fritheren Zeitpunkten, 1—2 Stunden
nach der Ejakulation, entnommen worden waren. Aber selbst in den nach
15 Minuten dem Kondom entnommenen Spermaproben waren die Spermien
ausnahmslos unbeweglich. Schliefilich entnahmen wir Spermaprobenl—2 Minu-
ten nach dem Eintritt in das Kondom, abel auch in diesen Féllen war der sper-
mizide Effekt vollstindig.

So konstatierten wir, dal} die im Kondom enthaltene spermizide Sub-
stanz — zumindest in dem unserseits untersuchten Fabrikat — prompt gewirkt
hat (diese Feststellung gilt aber wahrscheinlich auch fiir andere Kondome).
Die Wirksamkeit des spermiziden Stoffes priiften wir auch, indem wir noch
unbenutzte Kondome mit 20 ml physiologischer Kochsalzlosung ausspiilten
und einen Tropfen der Spiilfliissigkeit mit einem frischen Samentropfen zusam-
menbrachten. Im Mikroskop war zu sehen, wie die Motilitit der Spermien
allmihlich nachlie, die nach 3—4 Minuten nur noch terminale Zuckungen
ausfiihrten; binnen 5—6 Minuten hatte jede Bewegung aufgehort.
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Nach unseren experimentellen Ergebnissen kommt die spermizide Wir-
kung demnach innerhalb weniger Minuten zur Geltung. Es ergibt sich nun die
Frage, ob dieser Effekt nicht voriibergehender Natur, d.h. reversibel ist.
Diesem Umstand kommt deshalb Bedeutung zu, weil das Kondomsperma im
Falle einer reversiblen Wirkung einerseits fiir die Untersuchung noch ver-
wendet werden konnte und anderseits die Reversibilitit die Differenzierung
der echten von den Pseudonekrospermien erleichtern wiirde. Deshalb nahmen
wir Belebungsversuche mit den zu verschiedenen Zeitpunkten dem Kondom
entnommenen Spermaproben vor.

Zu diesem Zweck benutzten wir die folgenden, in der spermatologischen
Literatur als am wirksamsten empfohlenen Belebungslosungen:

Baker-Losung (Gemisch von Natrium und Kaliumphosphat sowie
Glukose),

Joél-Losung (Dextrose und MgCl,),

isotonische Ammoniumhydroxyd-Lsung

Locke-1.osung,

Hirokawa-Fliissigkeit (modifizierte Locke-Losung).

Die Belebungslosungen vermengten wir im Wassermannschen Rohrchen
mit dem Sperma, und zwar gaben wir 10 Tropfen Fliissigkeit zu 1 Tropfen
Kondomsperma. Hiervon triaufelten wir einen Tropfen auf den Objekttriger,
legten ein Deckglas darauf und beobachteten, wann die Motilitit der unbeweg-
lichen Spermien zuriickkehrt. Dies trat in keinem einzigen Fall ein. Dieses Irgeb-
nis beweist unbedingt die Irreversibilitit der spermiyiden Kondomwirkung.

In diesem Zummmenhfmg untersuchten wir noch ein weiteres Problem:
Inwieweit kann die spermizide Wirkung durch Zugabe von Belebungslésungen
zum Sperma abgewehrt bzw. hinausgezogert werden? Einem Tropfen frischen
Spermas setzten wir einen Tropfen Kondomspiilflissigkeit zu und triufelten
zu diesem Gemisch 8 Tropfen von der am wirksamsten befundenen Joél-
Losung. Wie schon erwihnt, wurden die Spermien von einem Tropfen Spiil-
fliissigkeit innerhalb von 5—6 Minuten unbeweglich. Durch die Zugabe der
Joél-Losung wurde diese Wirkungsdauer um 15— 20 Minuten hinausgezogert,
indessen kam es ungeachtet der Anwesenheit der Joél-Losung zu einer stetigen
Verlangsamung der Spermienmotilitiit, und schliefflich kam die Bewegung
unter krampfhaften Zuckungen zum Stillstand. Infolgedessen nehmen wir an,
dal} es sich nicht um einen spezifischen Effekt der Joél-Losung handelto,
vielmehr einfach darum, daf} sie die Konzentration der spermiziden Substanz
verminderte und ihre Wirkung auf diese Weise hinausziogerte. Es gelang somit
nicht, die spermizide Wirkung auf diese Weise abzuwehren.

Fiir das Kondomsperma ist demnach die totale, auf Belebungsversuche
nicht reagierende Unbeweglichkeit charakteristisch. Im Gegensatz zu den auf
Belebungsversuche positiv reagierenden Pseudonekrospermien bedeutet dies
eine echte Nekrospermie. In Ungarn hat MoLNAR sehr nachdriicklich auf die
Tatsache hingewiesen, dal} echte, genuine Nekrospermie auljerordentlich selten
vorkommt und unter 2000 Fillen lediglich einmal beobachtet wurde. Der
Gerichtssachverstindige stellt dennoch wiederholt Nekrospermie fest, die
— man kann ruhig behaupten — fast ausnahmslos zu Tiuschungszwecken her-
vorgerufen worden ist. Die Hauptquelle derartiger Tiuschungen ist das Kon-
domsperma. Es ist daher wichtig zu wissen, worauf die Unbeweglichkeit der
Samenfiden in dem zur Untersuchung iibergebenen Sperma beruht. Wenn
diese — wie meistens — aus der im Kondom enthaltenen spermiziden Substanz

3 Symposia Biologica Hungarica 4. 33



resultiert, so 1ift sich fiir den Nachweis die Tatsache verwerten, daf} der sper-
mizide Kondomstoff bereits in sehr geringer Menge aufllerordentlich starke
Wirkung ausiibt. Darauf fullt die geistreiche und einfache Molnarsche Probe:

Das verdichtige Sperma, das unbewegliche Samenfiiden enthilt, wird
mit einem Tropfen frischen Spermas vermischt, in dem sich die Samenfiden
gut bewegen. Stammt der verdichtige Samen aus einem Kondom, so wird
die Motilitit der Spermien von dem einen Spermatropfen, wie die Versuche
ergaben, innerhalb von 15 Minuten unbedingt zum Stillstand gebracht. In die-
sem Fall sieht man nur noch vereinzelte zuckende Samenfiden. Auf diese
Weise vermag man die spermizide Wirkung sehr einfach zur Aufdeckung des
mit dem Kondomsperma geplanten Betruges zu verwerten.

Unsere Untersuchungen bestitigten mithin auch objektiv, daf} sich das in
ein Kondom entleerte Sperma fiir keinerlei Untersuchungen eignet, weil
das Innere der Kondome eine spermizide Substanz enthiilt, welche die Motilitiit
der Samenfiden innerhalb von 1-—2 Minuten zum Stillstand bringt und deren
Wirkung irreversibel ist, so dal} die Spermien mit keiner Losung wieder belebt
werden koénnen. Fernerhin i3t sich der spermizide Effekt durch Zugabe von
Belebungslésungen zum Sperma nicht abwehren.
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IMPORTANCE CLINIQUE DE L’ETUDE
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Résumé

De nombreuses réalisations dans le domaine de la biochimie séminale ont
considérablement accru la valeur de I'examen du sperme et ont conduit & de
nouvelles interprétations.

Les recherches des auteurs ont porté sur I'étude morphologique du sperme
et sur 'estimation du fructose et de la fructolyse. On a étudié la valeur clinique

des renseignements fournis par les critéres morphologiques et les composés chi-
miques du sperme.

Quelques aspects ont particuliérement retenu l’attention, & savoir:
— D’atteinte portant surtout sur la spermatogenése, au caractére dégéné-
ratif, dans les affections nerveuses;

— les perturbations morphologiques et chimiques dans les maladies endo-
criniennes et

— les troubles profonds des processus biochimiques en pathologie enzy-
matique.

Ces faits démontrent la mesure dont les troubles de ces trois importants
mécanismes se reflétent dans la pathologie séminale.

I1 en résulte qu’actuellement ’analyse du sperme ne peut étre limitée & la
seule appréciation du processus de la reproduction, car, grace a ’essor de la bio-
chimie et de la microscopie électronique, son utilité en clinique est devenue de
beaucoup plus large.

L’analyse du sperme pourrait ainsi constituer un moyen pratique de con-
duite du traitement testostéronique et d’appréciation sur 1'évolution d’une maladie.
En méme temps, elle pourrait aider les cliniciens & interpréter la pathogénie
— non élucidée — de certains syndromes.

Introduction

Les variations quantitatives et qualitatives des constituants du sperme
posent des problémes de pathogénie et de pathophysiologie, qui dépassent le
cadre des insuffisances testiculaires proprement dites.

Longtemps, les recherches ont porté surtout sur les phénomeénes ayant
trait aux processus de reproduction.

Ce n’est que derniérement que I'examen du sperme a acquis une appli-
cation plus large dans la clinique, s’imposant comme analyse courante dans la
pratique médicale.

La qualité du sperme étant conditionnée par les facteurs physiologiques,
I'appréciation de leur intervention dans la genése séminale et dans les pro-
cessus métaboliques, constitue la préoccupation actuelle des chercheurs tra-
vaillant dans ce domaine.

Divers auteurs ont signalé les valeurs isolées — méme divergeantes —
des constituants cytologiques et chimiques du sperme, qui — loin de mini-
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miser I'importance et l'exactitude des méthodes de recherche - suggerent
I'indépendance des processus et la complexité des facteurs y interve-
nant.

La pathologie séminale accompagne d’habitude un syndrome morbide
qui peut englober le systéme endocrine.

C’est pourquoi les recherches doivent étre dirigées premierement vers le
déreglement des mécanismes physiologiques déterminant la composition du
sperme. C’est d’ailleurs le but de notre exposé.

Nous essayerons, done, d’interpréter — dans les névroses — endocrino-
pathies et diverses autres affections — de maniére pathogénique, la cyto-
pathologie du sperme, le fructose et son métabolisme.

La physiologie de la spermatogenése implique des mécanismes de regle-
ment dont la fonction n’est que partiellement connue.

Parmis les facteurs endocriniens, le FSH représente le stimulus principal,
son role dans I'induction de la spermatogenese ayant été démontré par voies
cliniques et expérimentales. [.”ICSH et les androgenes testiculaires intervien-
nent de maniere secondaire dans le maintien de la spermatogenése. Quant aux
autres glandes endocriniennes, leur réle est moins prouvé cliniquement; il
parait que la thyroide et la surrénale I'influencent aussi.

Le déficit des hormones antéhypophysaires pourrait agir de maniere
défavorable sur la lignée séminale par: a) troubles métaboliques associés;
b) atteinte des hormones gonadotropes; c¢) perturbation concomitante des
centres nerveux au rdle trophique a la périphérie.

Derniérement, & part le facteur endocrinien, un autre facteur — d’impor-
tance égale dans la spermatogenése — vient de se profiler: le fucteur nerveux.
Le systeme nerveux central — par I'hvpothalamus — est intéressé dans la
réglementation des décharges de la FSH et de I'ICSH, mais il peut aussi
controler directement la fonction testiculaire par des structures nerveuses
hypothalamiques ou par celles situées a d’autres niveaux. Maintes observations
ont signalé des atrophies testiculaires et altérations germinatives dans les
lésions du systéme nerveux central et des voies sous-jacentes.

>ar ses travaux expérimentaux, SOULAIRAC [6], confirmés par les ob-
servations cliniques de NowAKOWSKY [4] et d’autres auteurs, met les bases de
la pathologie germinale de nature nerveuse. lls attirent I'attention — tant
cliniquement qu’expérimentalement — sur le fait que certaines lésions ner-
veuses déterminent la destruction presque exclusive — de la lignée germina-
tive, et — de maniére inconstante du tissu leydigien.

D’ailleurs, les terminaisons neurofibrillaires — d’origine sympathique —
au niveau de l'epithélium germinatif, décrites par PETERS et autres ainsi que
la présence des médiateurs chimiques du type de 'adrénaline dans le plasma,
sont une preuve de plus de la relation des tubes séminiferes avec le systéme
nerveux.

Streve [7] illustre 'importance du facteur nerveux, en signalant la
dégénérescence de 'épithélium germinatif et sa disparition méme, sous I'in-
fluence des facteurs psychiques, aspects observés par nous aussi, par suite
des lésions nerveuses centrales [5], chocs psychiques [3], traumatisme géni-
tal [2]. Le mécanisme d’action du systéme nerveux a ce niveau n’est pas
élucidé; il pourrait influencer lactivité de certains systemes enzymatiques
locaux. Sa résolution constituerait une étape importante dans I'étude du
sperme.
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Fig. 1b.

Fig. 1a. Anomalies des spermatozoides et des cellules germinales dans le myxoedéme
de I'adulte

Fig. 1b. Pourcentage des spermatozoides normaux chez Dadulte normal (N) et chez
le myxoedemateux (M). Rouge: spermatozoides atypiques. Blanc: spermatozoides
normaux

Fig. 2. Spermatozoides atypiques dans les névroses

Fig. 3. Morphologie des spermatozoides dans le crétinisme endémique






La motilité du spermatozoide dépend non seulement de ses qualités
structurales, mais aussi de la nature du substratum fourni par le plasma.

Vu qu’a la dynamique du spermatozoide prennent part des facteurs
multiples, la motilité ne suit pas toujours de fagon rigoureuse les variations
de la concentration et de la morphologie des spermatozoides.

Le fructose séminal est considéré comme la source importante d’énergie
pour la cellule germinative. Sa détermination est actuellement la méthode la
plus utilisée dans I'appréciation de la fonction incrétoire testiculaire. En élimi-
nant les facteurs accidentaux qui pourraient masquer la fonction androgéne
testiculaire tels que: facteurs infectieux, processus obstructifs, maladies méta-
boliques du type du diabete sucré (fig. 8) etc., le fructose exprime aussi 1’état
fonctionnel des systémes enzymatiques qui participent & la conversion du
glucose.

La dégradation du fructose — fructolyse - avec la production d’acides
lactique et pyruvique, entraine d’autres phénomeénes chimiques indépendants
du niveau initial du fructose.

Tout comme la motilité, la fructolyse est le résultat de I'activité méta-
bolique de la cellule spermatique [1] et du potentiel enzymatique du plasma.
Motilité et fructolyse bénéficient d’interprétation commune, mais elles ne se
superposent pas.

Il est évident que la cytologie du sperme et sa composition chimique
subissent l'influence des actions isolées ou combinées. T.a contribution de
chaque facteur a part est & résoudre.

Dans ce qui suit, nous allons discuter certaines variantes que le tableau
morphologique et chimique pourrait présenter, telles que: l'atteinte presque
exclusive de la spermatogeneése ou bien 'affectation prédominante des phé-
nomenes chimiques du plasma (fructose et fructolyse).

Ces particularités, concernant les rapports entre les constituents du
sperme, corrélatives au tableau clinique général, pourraient jeter un jour
nouveau sur I'interprétation de 'analyse microscopique et chimique du sperme.
I’étude systématique de ces relations dans des anomalies cytologiques, allant
jusqu’a la disparition compléte de la lignée germinative, pourrait nous donner
certaines indications précieuses a ce sujet.

Troubles portant sur la spermatogenése

Chez un adulte au myxoedéme central sévere, 'inversion de la formule
cytologique, avec presque la disparition des éléments normaux et la fréquence
impressionnante des cellules bi- et multinucléaires (fig. 1) a constitué le trait
principal. Les traitements hormonaux institués (testostérone, prolan, cortisone,
thybon) n’ont eu aucun effet.

Il est & retenir qu’au tableau cytopathologique séveére correspondait
une hypoandrogénie légére, la diminution des caractéres sexuels secondaires
étant de moindre importance et le fructose toujours dans les limites du normal
(282 mg Y%, 320 mgY%,). I’étiologie du processus morbide ne parait pas uni-
quement endocrinienne. I’ insuffisance thyréotrope séveére entraine des déficits
métaboliques et enzymatiques auxquels — probablement — s’ajoute le déregle-
ment des centres nerveux au role dans le maintien de la trophicité glandulaire.
I’absence de réponse au traitement hormonal institué prouve I'étiologie
complexe du cas.
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Dans les azoospermies sécrétoires du type d’aplasies germinatives con-
génitales (syndrome Del Castillo) ou acquises (chocs psychiques, traumatisme
génital) chez les individus bien sexualisés — ou presque — la diminution du
fructose n’a pas été remarquée (fig. 4); par contre, la valeur du fructose mar-
quait jusqu’a 700 mg9, par cme de liquide séminal, preuve de l'affectation
de I'épithélium germinatif et de la non-atteinte du tissu leydigien par le pro-
cessus morbide.

Dans ces cas, les processus chimiques, intervenant dans la fructolyse,
ne sauront étre correctement appréciés par faute de cellules séminales. Nous
avons constaté les mémes modifications — quoique moins importantes — entre

fructose
700 & —— Fructose séminal mg p. 100cc
N=Limite inférieure normale du
fructose

300 7 F3

Oy 7 2

Fig. 4. Valeurs normales ou augmentées du fructose séminal dans les aplasies ger-
minales

les components cytologiques et les phénomenes chimiques du plasma, dans
les névroses.

C’est ainsi que dans certaines formes chroniques rebelles aux traitements
habituels, 'examen microscopique a montré — & part I'oligoasthénospermie
préexistente — l'augmentation de 20 & 409, des formes anormales du type
dégénératif, aux vacualisations multiples, hyperchromatophilie, anisospermie
accentuée (fig. 2).

Nous avons décrits les mémes aspects dans les formes aigués de névrose,
accompagnées ou non de troubles de la dynamique sexuelle.

Dans tous ces cas, la concentration du fructose a été normale (fig. 5).
La fructolyse, la motilité et la viabilité des spermatozoides ont été réduites
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dans la plupart des cas, ce qui prouve la perturbation des phénomeénes chi-
miques intervenant dans la dégradation du fructose.

La formule cytochimique a été également intéressante dans le cas ou
I'examen clinique plaidait pour hypoandrogénie (syndrome adiposogénital,
atrophie testiculaire, apres intervention sur le cordon). L’oligoasthénospermie
— dans un des cas —, les anomalies morphologiques des sperm atozoides
— dans un autre cas — prouvaient aussi I’ insuffisace testiculaire. Pourtant,
la détermination du fructose n’a pas confirmé le diagnostic d’hypoandro-
génie (fig. 6).
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Fig. 5. Fructose et fructolyse dans deux cas de névrose

Ces données ne manquent pas de signification: le tissu leydigien — méme
réduit — ne provoque pas de modifications dans la chimie du sperme et peut
maintenir méme les caractéres sexuels — une fois installés, bien entendu
jusqu’a une certaine limite.

Le niveau réduit du fructose serait done 'expression de 'atteinte plus
sévere du testicule endocrinien.

Troubles portant sur les processus biochimiques du sperme
Quelquefois, le rapport entre les constituants du sperme pourrait étre
inversé en la défaveur des processus métaboliques. De légeres altérations de

la concentration et de la morphologie des spermatozoides peuvent étre accom-
pagnées de séveres troubles métaboliques.
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Dans les cas du crétinisme endémique, & sexualisation normale et ferti-
lité — la morphologie des spermatozoides étant presque normale (fig. 3),
seuls les troubles de la motilité — et parfois le déficit d’homogénisation —
pourraient aviser d'un déréglement métabolique important. Les valeurs
extrémement basses et la quasi absence de la fructolyse (fig. 7) ont conduit a
I’hypothése du blocage de la conversion du glucose en fructose faute de
déficit ou de 'absence congénitale des enzymes qui y sont impliqués (succin-
déhydrogénase, aldolase).

L’étude des étapes intermédiaires du métabolisme hydrocarbonique
— la ol une affection d’origine congénitale est a supposer - préciserait non
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Fig. 6. Valeur normale du fructose dans deux cas d’atrophie testiculaire

seulement la pathogénie de l'insuffisance testiculaire, mais aussi celle de
laffection méme. Dans ces cas, le manque de réponse du fructose a I’admi-
nistration de la testostérone est une preuve de plus de I’étiologie non-endo-
crinienne (androgénique ou bien du type insuffisance d’ICSH) du processus
pathologique.

L’existence des troubles d’origine congénitale du métabolisme du fruc-
tose, tels que: la fructosurie essentielle par I'absence de kétokynase, l'into-
lérance héréditaire du fructose par la diminution de 1-P-fructaldolase, prouvent
son indépendance métabolique, par rapport aux autres hydrocarbonés, ce qui
renforce notre hypothese selon laquelle — dans le crétinisme endémique et
d’autres cas cliniques — il existerait un déficit congénital des systémes enzy-
matiques du sperme.
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Discussion

La large utilisation de I'analyse séminale démontre que seul I'examen
cytologique n’est pas suffisant & estimer la fonction testiculaire. Il est erroné
de croire qu’a une spermatogénése normale, ou presque — correspondrait une
activité leydigienne d’importance égale.

Notre pratique a démontré que:

— les fonetions tubulaire et hormonale ne vont pas toujours de paire.
C’est pourquoi I'appréciation de I'activité exo- et endocrinienne du testicule
impose I'exploration la plus compléte du liquide séminal, soit autant 'analyse
microscopique que 1’étude des étapes chimiques intermédiaires;
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Fig. 7. Valeurs trés basses du fructose, absence de la fructolyse et manque de réponse
au traitement & la testostérone (F,T) dans le crétinisme endémique

— dans les endocrinopathies les deux fonctions du testicule sont variable-
ment intéressées, a de degrés différents, selon la gravité du processus patho-
logique;

— D'étiologie unique endocrinienne des troubles de la spermatogenése
est assez rare, par rapport & la fréquence des facteurs actionnant & ce niveau.
Parmi ces derniers, c¢’est au facteur nerveux que revient un role des plus
importants, auquel s’associent d’autres facteurs capables de générer les
troubles métaboliques et enzymatiques du sperme;

— le déréglement nerveux (névrose, choc psychique ete.) se reflete
spécialement sur la spermatogeneése, sur la motilité et — il parait — aussi sur
les mécanismes impliqués dans la fructolyse. (est pourquoi le tableau patho-
logique séminal pourrait indiquer dans les névroses la gravité de D'affection,
son évolution et éventuellement la réversibilité du processus pathologique,
probléme que nous avons actuellement en étude;

— dans 'affectation des processus chimiques du plasma on pourrait
incriminer le manque de I'ICSH ou linsuffisance androgénique testiculaire,
mais ces mémes aspects pourraient signifier la perturbation des systémes
enzymatiques de nature congénitale ou acquise;
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— le retour au normal du fructose initialement abaissé — apres admi-
nistration de la testostérone — prouve 'apport diminué des androgenes testi-
culaires; au cas contraire, il est & supposer que le déficit est situé a un autre
niveau, parce que le dévéloppement des processus chimiques est bloqué.
Dans ces cas, la substitution du plasma pathologique par le plasma normal
ou bien par le plasma sanguin — dont la composition est assez ressemblante —
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Fig. 8. Fructose et fructolyse dans le diabéte sucré. Taux normaux du fructose (1 cas)
ou augmentés (2 cas)

préciserait la provenance plasmatique ou cytologique de ces anomalies. La con-
naissance de ces phénomeénes contribuerait & la résolution — au moins par-
tielle — de I'étiopathogénie des nécrozoospermies, qui n’est pas encore élucidée.

L’interprétation des résultats de 'examen du sperme rattachés au tableau
clinique général, corrélatif 4 d’autres examens complémentaires (dosages hor-
monaux, biopsies testiculaires) ouvrent la voie & la compréhension pathogénique
de l'insuffisance testiculaire et & l'application plus vaste des procédés théra-
peutiques. Ces faits expliqueraient I'inefficacité de la thérapie endocrinienne
(testostérone, prolan etc.) et méme sa nocuité dans les troubles spermato-
génétiques, d’origine nerveuse ou enzymatique.

Dans les insuffisances testiculaires I'examen du sperme pourrait consti-
tuer un test pour établir 'efficacité du traitement & la testostérone et & d’autres
hormones.
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La pathogénie des troubles de la spermatogenése, confuse jusqu’a ces

jours, est enfin en train d’étre clarifiée et sous peu, le terme d’insuffisance
testiculaire idiopathique sera remplacé par un terme y correspondant.

Nous espérons que la microscopie électronique du spermatozoide, en

facilitant les observations morphologiques structurelles qui échappent & 1’étude
au microscope optique, couronnera les recherches, en ouvrant & la science de
nouvelles voies.
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DER FRUKTOSEGEHALT
IM SPERMAPLASMA VON NEKROSPERMIEN

J. MOLNAR

UROLOGISCHE KLINIK, MEDIZINISCHE UNIVERSITAT, BUDAPEST

Zusamenfassung

Die genuine, totale Nekrospermie gilt als Seltenheit. Ofters treffen wir aber
ihre partiellen Formen. Wiederholt ergibt sich die Frage: Worin kann der Grund
der Akinese liegen? Man konnte an eine Verdnderung in der Struktur der Sper-
mien oder in der Zusammensetzung des Spermaplasmas denken. Bei den partiel-
len Nekrospermien kann man den Grund des Ausfalles der Bewegung in der
Spermienstruktur annehmen, da ja das Spermaplasma fiir alle Spermien ein ge-
meinsames Milieu bedeutet. Bei einer totalen Nekrospermie kann aber auch eine
Anderung im Spermaplasma in Betracht kommen, namentlich ein Ausfall im
Fruktosegehalt, d.h. in der Energiequelle. Da unter unseren 2600 Kranken nur
ein einziger eine einwandfreie totale Nekrospermie hatte, zihlten wir unsere 13
unvollkommenen Akinospermien diesem Falle zu. Auf Grund der Fruktosewerte
fanden wir — auller in zwei Féllen — keinen so hohen Fruktoseausfall, der die
Motilitétsstorung erkldren hédtte konnen . Die Ursache der Akinese scheint also
in der Struktur der Spermien zu liegen. In einem Fall deutete der niedrige Frukto-
sewert auf ein kombiniertes Ausfallsbild.

Bei der echten totalen Nekrospermie handelt es sich bekanntermalien
um ein sehr seltenes Spermabild. Von Nekrospermie darf man nur sprechen,
wenn im frisch entleerten (30 Minuten), bei Kérpertemperatur aufbewahrten
Ejakulat bewegliche Spermien trotz Anwendung von Belebungsverfahren nicht
in Erscheinung treten. Hinzugefiigt werden muf} noch, daf3 die Nekrospermie
im engsten Sinne des Wortes soviel bedeutet, dall die Samenzellen in ihrer
Gesamtheit akinetisch sind, sonst aber quantitativ, ja moglichst auch in ihrer
prozentualen Struktur nicht oder kaum von den Werten des normalen Ejaku-
lats abweichen. Simtliche Autoren sind sich dariiber einig, daf} unter diesen
Kautelen sehr wenige genuine Nekrospermien vorkommen.

Im Zusammenhang mit der Akinese ergab sich vor allem die Frage,
wo der Grund des schweren Ausfalls zu suchen sei, in den Spermien oder in einer
Verdinderung der Zusammensetzung des Spermaplasmas? Warum bewegen sich
die Samenzellen nicht, obgleich die Voraussetzungen dafiir gegeben sind?

Es darf wohl ausgesprochcn werden, dal} man partieller Nekrospermie bei
jeder Ejakulatuntersuchung begegnet. Wie allgemein bekannt, sind selbst be:
Normospermie 10— 25%, bpermzen genuin unbeweglich, von denen sich nach
Belebung, z. B. Erwiirmung, nur einige wieder bewegen. Auch diese Veriinde-
rung kommt eher in zuckenden lokalen Kontraktionen zum Ausdruck — von
Raumgewinn kann man keinesfalls sprechen. Die Erscheinung, daf} die Bewe-
gung hierbei in ihrer Gesamtheit lebhafter wird, hingt bereits mit anderen
Fragen zusammen, beispielsweise mit der Fruktolyse, die jedoch nicht mehr
zZu unserem Thema gehort.

Je mehr das Sperma pathologisch ist, um so mehr unbewegliche Spermien
enthilt es; wir kennen die Parallelitit dieses Vorgangs mit der Senkung der
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Spermienzahl und des Prozentsatzes der iiber normale Struktur verfiigenden
Formen. Im extremen Fall vermindert sich die Zahl der beweglichen Spermien
maximal.

Im wesentlichen handelt es sich also darum, daf} in den Ejakulaten neben
mehr oder weniger beweglichen Formen immer auch mehr oder weniger bereits
wrspriinglich unbewegliche Samenzellen anwesend sind. Wire dies denkbar, wenn
eine Verdnderung der Zusammensetzung im gemeinsamen Vehikel, im Sperma-
plasma, eingetreten wire? Wohl kaum. Wenn zufillig die Fruktosekonzentration
im Plasma gesunken wire, z. B. infolge Androgendefizit, so hitten darauf
sdmtliche Spermien mit trigerer Bewegung, geringerer Intensitiat der Bewegung
und dann infolge rascher KErschopfung der Energlequelle mit vorzeitigem
Stillstand reagiert. Dieser Wirkung koénnte sich keine einzige Spermie ent-
ziehen. (Auch dieses Bild ist bekannt: wir nennen es A.sthenospermle neue-
stens Hypokinospermie, doch kénnen wir uns damit jetzt nicht beschiif-
tigen."

) In obigen Fillen wire es demnach verkehrt den Fehler im Spermaplasma,
in den Fruktose- oder anderen Nihrstoffverhiltnissen zu suchen, vielmehr
miissen wir uns, um eine Antwort zu finden, mit der strukturellen Liision
der unbeweglichen Spermien beschiftigen.

Offensichtlich sind die im normospermischen Bild sichtbaren unbeweg-
lichen Spermien »ab testo« krank, geschidigt, was noch durch die Erfahrung
bestirkt wird, daf3 pathologische Zellformationen unter den unbeweglichen For-
men in viel hoherem Prozentsatz als unter den beweglichen Spermien anzutreffen
sind. Noch besser tritt dieses Verhiltnis anlifllich der bei Oligohypospermien
vorgenommenen Untersuchungen zutage.

Wie verhiilt es sich indessen, wenn wir es mit einer totalen Nekrospermie
zu tun haben? Darf angenommen werden, daf} es sich bei diesem Zustand
eigentlich um das letzte, schwerste Stadium der Nekrospermien, gleichsam um
maximale Hypokinospermie handelt? Bejahendenfalls wiirde sich der Bewe-
gungsmangel aus einem strukturellen Fehler der Spermien ergeben und wire
als Folge der in den Hoden anwesenden Schidigung aufzufassen.

Oder stellen wir uns auf den Standpunkt, dafl} die Genese der totalen
Nekrospermie von den verschieden starken partiellen Akinospermien abweicht
und die Ursache des Leidens im verdinderten Zustand des Spermaplasmas
zu suchen sei?

Os ist hauptsichlich deshalb schwierig, diese Frage zu beantworten,
weil die totale Nekrospermie auferordentlich selten vorkommt. Aus diesem
Grunde vermogen wir der Frage nicht nur statistisch nicht niherzukommen,
sondern uns auch kaum eine Meinung zu bilden. An Hand unseres Kranken-
materials haben wir versucht, eine Antwort zu finden. Wir haben unsere
Nekrospermiefille zusammengestellt, aber da nwr 1 Fall auf 2600 Kranke
entfiel, der wn jeder Hinsicht als Nekrospermie bezeichnet werden kann,
mufliten wir auch einige verwandte Fille dazunchmen (Tab. 1). In dicsen
zeigten die Spermien zum Teil totale Akinese, zu der sich jedoch auch maxi-
male Hypospermie gesellte, wiihrend im Samen von anderen Kranken — wenn
auch nur hier und da — vereinzelte Spermien, gleichfalls neben maximaler
Hypospermie, anzutreffen waren. Bei den meisten wurde die Spermafruktose-
bestimmung vorgenommen, um eventuell aus dem Vergleich der Befunde
Schliisse ziehen zu kénnen.

Was ergab diese Zusammenstellung?
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Tabelle 1

Falle von Nekrospermie im Krankenmaterial der Urologischen Klinik

K%_f_,h' Alter| mt . pH sﬁe’;;",;}e” 2 Mggﬁm jen | Hoden Prostata | Diagnose |7 ",‘,’,/g e }Z‘ﬁmg Bemerk.

1| 1324 133 g; 15 Mill/gjac ¢ @ st 'gﬁgs';’gd/’ ZZZZZ:;%%’ ungenig: allger. o

2| 1614 |25 5(7) gg 96 il fejac |leinmal: 11 | @ fest gﬁg’s’;g" gz;;f:;—ig"‘ 392 | 50% —

3| 1555 |26 |31 I—é/B/fd. $ @ sotioff | abwesend | allgemn. -

4 | 1729 |28 |12| 68 |8-10/BIfd. ) @ schlaff 128 | allgem. —
51788 |45 |24| 75 | vereinz.1-1| ¢ @ atroph. NGZ’P—Z‘; | 187 |atgem. _

6| 1103 |25 |34 3-6/8id. | 4. @ fest || ZETE || TP |abuesend feratorde P——
/| 1194 |26 %&29 8-19/Bl1d. ¢ . fest /}?gg’al, abwesend | allgem. AR e
8| 1746 |27 ;g e 3:;%;5; o | @ fest Z‘;Z’;’/‘;/ ' 36 || atgenm. .

9| 1329 |24 2’8 75 | 4-5/BUfd. | emmal:1 ||@ fest ’}}’5’07},“[' 530 feratoide|  Biopsie
10| 1567 |94 |74 ,Z‘_%fé{?;,_ Sehr VEreinz) @ post Z,?Zgg( 480 | 80% D

11| 1767 |32 |3l %5 | vereina.-1 vs—ei’,ie,re"" ‘| @ rest Zf;'s’jg[ N%l L | as0 | atgem. =
121768 |38 g; ;2 vereinz.1-1 Mit:e;re/nz. . fest PZ%’Z‘Z%’ 148 | allgem. =
13| 1758 | 32 ;g 2-3/Bifd. M,V_‘;”’m @ /ot Zif,/:/:[ 33 | algem. i%gfffi%’i gﬁ .
14 | 1350 | 31 |12 1-1/Blfd. gin;:z{e;remz 6 fest Z(;Z:/;[' abwesend | allgem. Biopsie




Bei dem einzigen Kranken mit relativ hoher Spermienzahl und totaler
Nekrospermie (Fall Nr. 1) vermochten wir trotz wiederholter Untersuchung
die Fruktose nicht zu bestimmen, weil die Spermamenge zweimal nicht mehr
als 0,5 ml ausmachte und wegen ihres mukosen Zustandes kaum Plasma ergab.

In einem anderen oligospermischen Ejakulat (Fall Nr. 2) sahen wir bei
einer Untersuchung nur eine einzige (sich trige bewegende) Spermie. Der
Fruktosewert war 392 mg9,

In den Fillen Nr.3,4 und 5 gesellte sich zur totalen Nekrospermie
maximale Hypospermie. Die Spermien simtlicher drei Kranken verfiigten im
allgemeinen iiber pathologische Struktur, doch trat die testikulire Herkunft
des Leidensg auch bei der physischen Untersuchung zutage: die Hoden dieser
Kranken waren stark atrophisch. Ihre Fruktosewerte waren zwar niedriger,
aber hoher als die untere Grenze des Normalwertes. In diesen Fiillen war es
denkbar, daf} die Akinese tatsichlich dem extremen Grad der Hypokinospermie
entsprach, d. h. der Fehler ausschliefilich bei den Spermien lag.

Bei den Patienten Nr. 6 und 7 bestand totale Nekrospermie und maxi-
male Hypospermie, wihrend ihre Hoden dem Normalzustand entsprachen.
Es waren friithere Kranke, die wir zur Nachuntersuchung bestellten, zu der sie
leider nicht erschienen, weil sie sich angeblich unbekannten Orts aufhielten.

In den Fillen Nr. 9, 10, 11, 12, 13 und 14 tauchte bei maximaler Hypo-
spermie und Akinese hier und da eine sich — wenn auch schlecht — bewe-
gende Spermie auf. In samtlichen Fillen dominierten die pathologischen For-
men. Die Hoden zeigten einen anscheinend einwandfreien Status. Bei 3 Kran-
ken war der Fruktosegehalt im Spermaplasma hoch, wihrend dieser Wert im
Fall Nr. 12 148 mg?%, betrug und im Fall Nr. 13 auffallend niedrig war, nim-
lich 33 mg%,. Allerdings stieg dieser Wert nach Verabreichung von 250 mg
Testosteron auf 265 mﬂo/o, doch trat in den Bewegungsverhiiltnissen keine
Veriinderung ein.

Auf Grund der schweren Hypospermie muf} trotz der scheinbaren Intakt-
heit der Hoden auch in obigen Fillen auf die Liision des germinativen Gewebes
als Ursache geschlossen werden. Der Mangel an Bewegung heruhte nicht auf
dem Spermaplasma, sondern auf der str ukturellen Lision der Spermien. Wir
erachten es als einen Fehler, dal} wir bei diesen Kranken — mit Ausnahme
von zweien — nicht auf der Durchfiihrung der Hodenhiopsie bestanden
haben, deren Ergebnis unsere Behauptung besser dokumentiert hitte.

Wiihrend in den bisher beschriebenen Fiillen die Aufrechterhaltung des
hypo- oder akinetischen Zustands auf die Spermien zuriickgefiihrt Wuden
konnte, mufB3 der Fall des Kranken Nr. 8 als kombiniertes Bild bezeichnet
werden. Auch hier lag maximale Hypospermie bei normalem Genitalzustand
vor. Der Fruktosespiegel machte indessen nur 36 mg%, aus, ein Wert, der
bedeutend unter dem normalen liegt. Zugleich war die Verschiebung der
Reaktion in Sidurerichtung auffallend: pH = 6,8. Durch diesen niedrigen Wert
wird die Bewegung bereits an und fiir sich stark beeintrichtigt. Sicherlich
ergab sich die Siurckomponente nicht aus den milchsdureartigen Derivaten
des abgebauten Kohlenhydrats, da ja kaum Spermien anwesend waren, welche
die Fruktolyse erméglicht hétten. Moglicherweise beruhte diese Verschiebung
auf den schwach sauren Produkten der Prostata. In diesem Fall diirfte also
die Akinese mehrere Griinde gehabt haben: 1. die pathologische Spermato-
genese, 2. den niedrigen Fruktosespiegel, 3. das saure Medium. (Sekret der
Prostata: Aplasie der Vesicula semin. oder Obliteration ihrer Ausfithrungs-
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ginge?) Dies wire somit der einzige Fall, wo auch die Zusammensetzung
des Spermaplasmas fiir den Ausfall der Bewegung verantwortlich zu ma-
chen war.

Unsere Zusammenstellung ist angesichts des seltenen Vorkommens der
Nekrospermie bescheiden. Wenn iiberhaupt von einer Schluf3folgerung gespro-
chen werden darf, so lilt sich sagen, daf} die Ursache des Ausfalls bei Nekro-
spermie vor allem in den Spermien gesucht werden muf3. Der defizitire Zustand
des Spermaplasmas als eine die Unbeweglichlkeit aufrechterhaltende Ursache
kommt wiel seltener vor. Dessenungeachtet miissen die Fruktoseverhiltnisse in
jedem Fall geklirt werden. Wenn die Untersuchung den Mangel an diesem
Kohlenhydrat bestiitigt, so befinden wir uns in bezug auf die Korrektion in
einer giinstigeren lage. Mit Androgen lilt sich dieser Wert gegebenenfalls
(wie in unserem Fall Nr. 11) erhohen, und im Falle einer entsprechenden
Spermienzahl und Zellstruktur erscheinen gewisse Hoffnungen in bezug auf
die Fertilitit gerechtfertigt. Leider ist dies der seltenere Fall. Die Norma-
lisierung der geschiadigten Spermien, d. h. die Korrektion der germinativen
Liision, ist eine viel schwerere Aufgabe und mit Hilfe der iiblichen Therapie
(Gonadotropine, Rebound- Verfahren usw.) im allgemeinen kaum zu l5sen.

Wir glauben, die Nekrospermie in der itberwiegenden Mehrzahl der Fiille
berechtigterweise auf eine Schidigung der Spermien zuriickfithren zu miissen.

4 Sympcsia Biologica Hungarica 4. 49
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DIE KLINISCHE BEDEUTUNG DER AMINOSAUREN
IM MENSCHLICHEN EJAKULAT

R. DoEPFMER

UNIVERSITATS-HAUTKLINIK, BONN

Zusammenfassung

Mit der von KrampiTZ ausgearbeiteten sdulenchromatographischen Methode
wurden im menschlichen Ejakulat qualitativ und quantitativ basische, saure
und amphotere Aminoséuren bestimmt. Die eigenen Ergebnisse wichen qualitativ
und quantitativ wesentlich von den Resultaten mit der papierchromatographischen
Methode ab. Beim gleichen Individuum war der Gehalt der Aminoséduren weit-
gehend konstant, sofern der Spermaliquor zu bestimmten gleichen Zeiten nach
der Ejakulation untersucht wurde. Bei Oligo-Astheno-Teratospermien und bei
Azoospermien mit Leydigzellinsuffizienz sowie einer Aspermie infolge MiB3bildung
der akzessorischen Geschlechtsdriisen wiesen die verschiedenartigen Amino-
sduren einen deutlichen Abfall gegeniiber Normospermien auf. Der Gehalt der
Aminosduren, diirfte ebenso wie der Fruktosegehalt weitgehend von einer normalen
Funktion der Leydigzellen abhingen. Primére Hodenschéden mit Oligo-Astheno-
Teratospermien. oder Azoospermien ohne Leydigzellinsuffizienz lieBen keine
wesentlichen Abweichungen von Normospermien erkennen. Die Anfertigung eines
Aminosaurendiagramms erfordert etwa 2 Tage Dauer. Die Bestimmung der Amino-
siuren ist daher fiir Routineuntersuchungen wie die Fruktosebestimmung zunéchst
nicht geeignet.

Uber die Rolle der Motilitit und insbesondere der Qualitiit der Motilitiit,
d. h. der Intensitit der Vorwirtsbewegung beim Zustandekommen einer
Jefruchtung besteht ebenso wie vor 4 Jahrzehnten bei der Geburt der Sperma-
tologie keine KEinigkeit. Einige Autoren [4, 16 usw.] nehmen an, dal} auch
unbewegliche Spermien infolge von Muskelkontraktionen bis in die Tube vor-
dringen konnen. Die lgebmsse an einem sehr groflen Krankengut von
MacLrop und GoLp [9] sprechen jedoch dafiir, dal} die Qualitat der Motilitit
doch ein wesentliches, wenn nicht das wesentlichste Charakteristikum fiir die
Jedeutung der Zcugungsf&ihigkeit darstellt.

Wenig erforscht ist bis heute, ob Spermien aus dem Spermaliquor, aus
den Zervixsekreten oder aus den Sekreten des Uterus oder der Tube Substanzen
als Energiequelle aufnehmen konnen. Bei einem normalen Geschlechtsverkehr
wandern bei normaler Gonadentiitigkeit des Mannes und der Frau die Sper-
mien in wenigen Sekunden oder Minuten in das Zervixsekret. Da mit Sicher-
heit der Spermaliquor nicht durch das Zervixsekret zu dringen vermag, ist in
der Regel der Spermaliquor nicht als Energiequelle fiir die Motilitit der Sper-
mien zu betrachten.

Zahlreiche biochemische Untersuchungen des Ejakulats [10, 14, 17]
brachten keine sicheren darstellerischen Hinweise iiber die Befruchtungsfihig-
keit der Spermien. Lediglich der Fruktose- und Inositgehalt des Spermaliquors
gab Aufschliisse iiber die Funktion der Leydigzellen, und zeigte eine mogliche
Ursache der Infertilitit auf [14]. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von
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Tierversuchen [10] fanden ScHIRREN [14] und NIERMANN [12] beim Menschen
keine sicheren Beziehungen zwischen dem Zitronensiuregehalt des Sperma-
liquors und der Leydigzellenfunktion. Die Bestimmung der Fruktolyse, d. h.
des Fruktoseverbrauchs und somit des Abbaues der Fr uktose in einem gewissen
Zeitabschnitt nach der Ejakulation gab gewisse Aufschliisse iiber das Stoff-
wechselgeschehen der Spermien, zeigte jedoch ebensowenig wie die Bestim-
mung der Hyaluronidase oder anderer Fermentkomplexe sichere Anhalts-
punkte fiir die Konzeptionsfihigkeit der Spermien.

Uber die Bedeutung der Aminosiiuren im Spernmhquor liegen beim
Menschen nur wenige Untersuchungen vor.

Apam und Korrinag [1], JacorsseEN [3] und LunxbpquisT [8] bestimmten
die Aminosiduren im menschlichen Sperma qualitativ und Kruren und
GABSCH [5] quantitativ mit der papierchromatographischen Methode. SARAR,
LurckE und Duxcan [13] trennten die Aminosiuren mikrobiologisch. Nach
(GASSNER nahmen die freien Aminosduren im Spermaliquor ebenso wie die
Fruktose und die Aminosiuren nach der Kastration ab; durch Substitution
von Testosteron konnte jedoch der Aminosiuregehalt nicht wieder normalisiert
werden.

Nach Tyror und LorD RoOTHSCHILD bewirkte der Zusatz von Amino-
siuren zur Suspension in Seewasser eine starke Verlingerung der Dauer der
Beweglichkeit und Befruchtungsfihigkeit von Seeigeln. Die Aminosiuren
wurden bei diesem Geschehen durch Stoffwechselvorgiinge nicht verbraucht.
Es trat jedoch ein langsamer Abbau ein, so dafl moglicherweise das eigentlich
wirksame Agens das hierbei stiindig gelieferte Ammoniak war.

In diesem Zusammenhang sind auch die Ergebnisse von DorpFMER und
Freraorr zu erwihnen, die durch Zusatz von Aminosiurechlorid die Motilitit
und die Motilititsdauer von Hodenspermien von Meerschweinchen auf 56
Stunden und von Menschen auf 30 Stunden verlingern konnten.

Unsere Untersuchungen galten den Fragen, ob der Gehalt der ver-
schiedenartigen Aminosiuren ihnlich wie der Gehalt der Fruktose oder des
Inosit beim Menschen von einer normalen Funktion der Leydigzellen abhingig
ist. Weiterhin priiften wir den Aminosiuregehalt bei Patienten mit Normo-
spermien, Oligo-Astheno-Teratospermien und Azoospermien und insbesondere
die quantitativen Mengen der verschiedenen Aminosiiuren in kurzen Zeit-
abstéinden nach der Ejakulation.

Die quantitativen Bestimmungen der Aminosiuren im menschlichen
Jjakulat sind kompliziert und aulerordentlich kostspiclig. Bisher wurden
fiir die Erfassung der Aminosiduren durch Trennung der Eiweiflbausteine fol-
gende Methoden angewandt:

1. Das mikrobiologische Verfahren, bei dem das Wachstum bestimmter
Testbakterien gepriift wird, die zu ihrer Existenz gewisse, von Art zu Art
verschiedene Aminosiiuren benotigen. Dieses Verfahren ist sehr empfindlich
und spezifisch, 1iBt sich jedoch nur zur qualitativen Auswertung heran-
ziehen.

2. Das papierchromatographische Verfahren eignet sich vorwiegend nur
fir qualitative Untersuchungen.

Nach Korranvyr [6] soll die Fehlerbreite bei einer quantitativen papier-
chromatographischen Bestimmung bei etwa 309, liegen. Die papierchroma-
tographische Methode ist einfach und schnell durchfiihrbar, jedoch fiir quan-
titative Auswertungen in der Regel nicht geeignet.
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3. Das siiulenchromatographische Verfahren diirfte nach den heutigen
Kenntnissen fiir die quantitative Bestimmung der Aminosiduren die Methode
der Wahl sein.

Die Technik dieses Verfahrens wurde eingehend von Kramreirz [7] dar-
gestellt. Die Genauigkeit dieser Methode liegt nach unseren Erfahrungen bei
+19,. Die Nachteile dieses Verfahrens sind durch den hohen Kostenpunkt
und den riesigen Zeitaufwand gegeben. Zur Durchfiihrung einer Vollanalyse
von komplulerten Aminosiurengemischen wie sie im Sperma vorhanden sind,
benotigt man 2 Tage.

s Theronin
M gj’;’o’g"’"’ | Serin Glutaminsaure Valin
1.0{ Zystein- Asparagin- | |
saure stiure \ ﬂ Glyzin
- Alanin
Methionin- o Zystin
sulfoxyd~
G L4111 I
- ' ﬂ 200 "~ pH425 300 350
Tyrosin +
Phenylalanin
Histidin \NHy'
Phenylalanin Lysin |
Tyrosin ‘
Arginin
350 pp405 400 450 |l 50 py50g100 .

Abb. 1. Normales Diagramm der verschiedenen Aminosiduren im menschlichen Ejakulat

Fiir unsere eigenen, gemeinsam mit Kramprrz durchgefiihrten Unter-
suchungen versetzten wir etwa 4 bis 6 Stunden nach der Ejakulation den Sper-
maliquor mit einem Uberschul} an 19 iger Pikrinsiure, um die vorhandenen
Proteine zu entfernen. Wir untersuchten 10 Patienten mit Normospermien,
5 mit Oligo-Astheno-Teratospermien, 5 mit Azoospermien und 1 Patienten mit
Aspermie, die durch eine Mifibildung der samenabfiithrenden Wege und Blis-
chendriisen bedingt war.

Die Abbildung 1 zeigt ein Diagramm, auf dem die verschiedenen Amino-
sduren aus einem Spermahquor eines Patienten mit einer Normospermie
dargestellt sind.

In der Tabelle 1 haben wir unsere Ergebnisse den papierchromatogra-
phisch ermittelten Befunden von KevuTkL und Gasscr [5] sowie den siulen-
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Tabelle 1

Aminosiuren im menschlichen Ejakulat und Blutplasma

I%ﬁ%:gg lfgil Eigene Untersuchungen
Amphotere Aspermie
Aminosiauren - . . bei MiB-
e Norme | Normer | U0 | cpermio "B 2 | s
driisen -
Prostata
Glutathion & ; : sesseasaves se 0,17 —* - - - —
MethiONIn: i (e wisieg o 4w 0,047 0,038 0,021 0,007 0,011 0,0008
Zystin ¢ oove s swaas s E s e 11,7 0,034 0,002 0,006 0,015 0,010
Zey S BEI: o oriirs s ainians oo wiadbiegs A6 9.0 — k% =t - — =
TEATIN. Ses sassrisarmemsn e 19,8 — ®k® — — = 0,004
GIVZID w6 daksms vavmlenidms 6,4 0,589 0,251 0,230 0,071 0,018
OXFPIOTE 54 a5 7 3500 8150 11,6 — — — — -
ANORRN, covuiiacs iavs reiaials s grmibiet svae 0,52 0,291 0,141 0,096 0,043 0,036
2 7 i R 2,2 0,269 0,100 0,139 — 0,016
IPYROSIN. 5465 61614 Avaiie i 5 adeloranssate 0,8 0,514 0,207 0,232 0,101 0,009
WAL & s ot s osinss 3@ sy 0,8 0,498 0,240 0,134 0,100 0,037
Phenylalanin . .ese s aeisss o 0,15 0,282 0,146 0,164 0,112 0,009
— Diaminobuttersiure ..... 0,55 — — — — —
"PRTEONIN: wetes s s kv aminis s 4,15 0,477 0,282 0,190 0,115 0,012
Tryptophain . o5 sm v sesaie s s4 0,076 — — — — —
OOTIIL & sueb/saias 5 616 s SBELS S 0,75 1,116 0,560 0,429 0,104 0,010
BRIEBIN o o ans ansiion “ = 0,360 ‘ 0,109 | 0,158 | 0,152 o~
B-Aminoisobuttersiure . .... — 0,317 0,171 0,053 — —
ILEOTBUZIR: ) 0is 50 sra: orioiivs slaborinra 0,624 0,259 0,191 0,087 0,023
LWl ) ciaiesusssounss 0,3 0,967 0,506 0,332 0,228 0,013
’ 69,013 ‘ 6,426 ‘ 2,995 ‘ 2,361 1,139 ‘ 0,1978
Saure, Aminosiiuren, mg/cem
ABParaginsiure . . vvace s cion 5,6 0,998 0,458 0,336 0,187 0,007
Glutaminsdure .......... ‘ 0,95 1,797 1,193 1,552 0,397 i 0,094
‘ 6,55 ‘ 2,795 ‘ 1,651 1,988 ‘ 0,584 ‘ 0,101
Basische Aminoséauren
mg/cem
APCINTN s 55 metiler 50 s liss o 1,88 ‘ 0,790 0,310 0,295 0,094 0,014
DIVEIT, wamioens iy » saenttng 0,8 1,521 0,587 0,580 0,183 0,027
OEBEBIN o ov wanies b walew saa 0,47 1 —1 - — — 0,007
FHStIAINL o ovt et Ao b a0 1,97 l 1,091 0,443 0,398 ’ 0,079 0,014
512 | 3402 | 1340 ’ 1,773 ’ 0,356 ‘ 0,062
* hydrolisiert

**¥ wird als Zystin bestimmt
*** Bestimmung ungenau

! nicht gefunden
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chromatographisch ermittelten Befunden im Blutserum gegeniibergestellt.
Die mit unserer Methode erzielten Resultate unterschieden sich wesentlich
von den Ergebnissen KruTeLs und GasscH’ [5] in folgenden Punkten:

Tabelle 2
Diec Aminosiuren im menschlichen Hjakulat nach den Ergebnissen werschiedener Autoren
KEUTEL SAKAR, LUND- ADAM Eigene
u}nd : LUECKE und QUIST [8] und Unter-
GABSCH [5] |DUNCAN [13] KORTING [1]| suchungen
MethiGHift «esmies wwnps ooy + -4 — ) — +
7 s - e e £
LI 0w snsie's watsmnsssn + = = ’ = 1
TONEHD 20008 2exn s Paaseey + — — | = —
QYA & eovamsicsssaows s o — + ‘ = S
OXyProlin, wwswiss s smemoss k= = = ‘ == =
G-ALOBIT - o ossmas s semass -+ — -+ + +
BAlBRTN: - o mmns s e s s — — — - -+
4. [ T -+ — = — =k
YOS oamon s s spsis e == — 5 -+ +
VLT 5 s s mis s s 6 s s s | - -+ i I
Phenylalanin ............ + - + = =t
a, y-Aminobuttersiure .. . -+ — — = +
BRTEONING. s o s sersams + -+ + i +
5273 617 0) o191 d HENPCPRRMPREE NS + + = T+
(157 5o LR R -+ — | - o
IEBTZATY. b0 ensmiaiisaisonsandbe - ! + + +
TSOIEHZIN kot ave depuents @t + -+ + = +
Asparaginsaure .......... - — e Sl i
Glutaminsaure .......... + -+ =i -+ S
L1720 13 o RO SRR S |- {- + = = s
] /7710 Ryt S - = = +
OTBTBE 2 et smfenaniaa to el + — — = =
ELSTIAITL & svtrer i ronehs -+ - — 4 -+
GLotahEOD oo wimsve s sisrissss + = = = o

1. Das Peptid-Glutathion erfaliten wir nicht, da es bei der HCl-Hydro-
lyse in seine Bausteine zerlegt wurde.

2. Zystein wurde nach dem von uns verwendeten chromatographischen
Verfahren als Zystin erfaf3t.

3. Taurin-Werte fiihrten wir nicht auf, da Taurin auf der Eluierungs-
kurve von einer anderen, bisher unbekannten Ninhydrin-positiven Kompo-
nente iiberlagert wurde.

4. Tryptophan geht bei der Hydrolyse verloren.
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5. Oxyprolin, a-Aminobuttersiure und Ornithin konnten wir nicht nach-
weisen.

6. Dagegen trennten wir f-Alanin von f-Aminoisobuttersiure und wiesen
diese beiden Aminosiiuren quantitativ nach.

In der Tabelle 2 sind die qualitativen KErgebnisse verschiedener Autoren
gegeniibergestellt.

Besonders hohe Werte fanden wir bei Serin, Leuzin, Glutaminsiure,
Lysin und Histidin.

Besprechung

Bei den in der Tabelle aufgezeichneten Werten der einzelnen Amino-
siuren handelt es sich um Durchschnittswerte, die 4 his 6 Stunden nach
der Ejakulation im Spermaliquor gefunden wurden. Die von einigen Autoren
angegebenen starken Anstiege der Aminosiuren nach der Ejakulation konnten
wir auf Grund der bisherigen Untersuchungen nur bei einem Teil der unter-
suchten Ejakulate feststellen. Die im Spermaliquor nachgewiesenen Amino-
siiuren werden nach den bisherigen Erkenntnissen in den Blischendriisen
und in der Prostata gebildet. Die akzessorischen Geschlechtsdriisen sind
Erfolgsorgane der Leydigzellen. Verminderte Werte an Aminosiuren kénnen
sowohl bei primiiren als auch bei sekundiren Hodenschiden mit einer Leydig-
zellinsuffizienz vorliegen. Ebenso konnen bei Mifibildungen der akzessorischen
Geschlechtsdriisen bei vollig normaler Leydigzellfunktion die Werte — wie
bei einer eigenen Beobachtung — stark verindert sein. Auffilliec war, daf} ver-
minderte Aminosidurewerte nicht stets parallel mit einem herabgesetzten
Fruktosegehalt gingen.

Bei Azoospermien oder hochgradigen Oligo-Astheno- Teratospermien mit
gleichzeitigen Leydigzellverinderungen, die histologisch oder durch den
erniedrigten Fruktosegehalt diagnostiziert wurden, waren jedoch die Werte
deutlich herabgesetzt. Die Befunde sprechen dafiir, dal} die normale Produk-
tion von Aminosiuren von einer normalen Funktion der Leydigzellen bzw. von
einer normalen Titigkeit der akzessorischen Geschlechtsdriisen abhingt.

Bei isolierten Tubulusschiiden, z. B. bei einem Spermiogenesestop ohne
Leydigzellinsuffizienz fanden wir annithernd gleiche Werte wie bei einer
Normospermie.

Erwihnenswert erscheint uns auch die Tatsache, dall beim gleichen
Individuum die Aminosiurewerte wenig schwankten. Uber die Beziehungen
der amphoteren, sauren und basischen Aminosiduren zueinander bei den ver-
schiedenartigen Tubulusschiiden kénnen wir heute keine sichere Aussage
machen. Ebenso unklar ist bis heute nach der Ejakulation der unterschiedliche
Anstieg der verschiedenen Aminosiduren.
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UBER DIE CHROMATOGRAPHISCHE BESTIMMUNG
VON AMINOSAUREN IM MENSCHLICHEN SPERMA*

G. KrRAMPITZ

INSTITUT FUR ANATOMIE UND PHYSIOLOGIE DER HAUSTIERE, UNIVERSITAT, BONN

Zusammenfassung

Es wird das Prinzip der chromatographischen Bestimmung von Amino-
sduren sowie eine Apparatur zur Durchfiihrung der Bestimmung beschrieben.

Die quantitative Bestimmung von Aminosiuren hat fiir die Unter-
suchung von Proteinen und Peptiden etwa die gleiche Bedeutung wie die
Elementaranalyse fiir cinfache chemische Verbindungen.

An der Bestimmung von Aminosiuren ist nicht nur der Proteinchemiker,
sondern auch der Mediziner interessiert. Der Mediziner méchte sich vor allem
iiber die Gehalte an einzelnen Aminosiuren in den Korperproteinen sowie in
den Korperfliissigkeiten und nicht zuletzt iiber die qualitative und quantita-
tive Zusammensetzung der Samenfliissigkeit an Eiweilbausteinen informieren.
Im Laufe des letzten Jahrzehntes sind Viele er folgrelche Versuche unternom-
men worden, um die Bestimmung von Aminosiuren im biologischen Material
moglichst genau, sicher und einfach zu gestalten. Von allen blsl(mg beschrie-
benen Verfahren haben die chromatogmphlschen Methoden nach MoorE und
STEIN die genannten Forderungen am ehesten erfiillt [2, 3, 4].

Das Prinzip des Verfahrens besteht darin, daf} praktisch alle Amino-
siuren an einem sauren Kationenaustauscher harz adsorbiert und anschlieffend
mit Pufferlosungen von steigendem pH-Wert eluiert werden. Die aus den
genannten Harzsiulen austretenden Aminosiiure-Zonen koénnen entweder mit
Hilfe eines Fraktionssammlers portionsweise aufgefangen oder mittels einer
von uns benutzten automatischen Apparatur quantitativ bestimmt werden.
Dabei wird in das Eluat kontinuierlich eine Ninhydrinlosung eingespritzt und
das Gemisch von Eluat und Ninhydrinlésung durchliuft eine auf 100° C
erhitzte Teflonspirale; dort entwickelt sich die typische blau-violett-Farbung
bei Anwesenheit von ninhydrin-positiven Substanzen. Die Fiarbung wird danach
fortlaufend photometrisch gemessen und registriert.

Im folgenden sollen die einzelnen Bauelemente und ihre Wirkungsweise
erliutert werden.

1. Austauschersdule

In der Apparatur sind 3 Sdulentypen von jeweils 0,9 ecm innerem Durch-
messer eingebaut, die mit Austauschern vom Typ Amberlite IR 120 beschickt
werden. Die Sdulen sind doppelwandig ausgefithrt und bei 30 bzw. 50° C
thermostatisiert. Zur Druckkontrolle sind Manometer eingebaut. Die Linge
der Siulen betrigt 150, 50 und 15 cm. In der 150 em-Siule werden die sauren

* Vorgetragen von R. Doepfmer

59



und neutralen Aminosduren getrennt. Die Elution erfolgt automatisch in zwei
Stufen: zuerst mit Na-Zitrat-Pufferlosung pH 3,25, anschliellend mit einer
Na-Zitratlosung pH 4,25. Die 15 em-Siule dient zur Trennung einfacher basi-
scher Gemische wie sie in Proteinhydrolysaten vorliegen. [ Die Elution erfolgt
bei pH 5,28 (Na-Zitrat-Pufferlosung).] Die 50 em-Siule wird bei der Trennung
von komplizierten Gemischen basischer Aminosiuren in physiologischen Fliis-
sigkeiten verwendet. Sie wird analog der 15 ¢cm-Siule behandelt.

2. Druckpumpen

Wir verwenden Plexiglas-Druckpumpen, die einen konstanten Druck
und einen konstanten Flul} aller Losungen gewihrleisten. Die Durchflul3-
geschwindigkeit fiir Puffer- und Ninhydrinlosungen betrigt 30 ml/h.

3. Luftabscheider

Fiir eine reproduzierbare Durchfithrung der Ninhydrinreaktion ist es
erforderlich, den Luftsauerstoff aus allen Pufferlésungen zu entfernen. In den
Luftabscheidern durchstromen die einzelnen Pufferlosungen eine von aullen
erwirmte Schicht von Glaswolle. Dabei wird die Luft in Form kleiner Blischen
frei. Die Ninhydrinlosung wird unter Stickstoff aufbewahrt.

4. Realtionsbad

In dem auf 100° C thermostatisierten Reaktionsbad befindet sich der
zu einer Spirale gewickelte Teflonschlauch. Der Durchmesser betrigt 0,7 mm,
seine Linge etwa 40 m.

5. Photometer

Aus dem Reaktionsbad flieft die Losung zum Photometeraggregat.
Dieses Aggregat enthilt drei nacheinander geschaltete Photometereinheiten.
Die erste und die dritte Kinheit messen bei einer Wellenlinge von 570 um
den blauen Farbstoff aus der Reaktion zwischen Ninhydrin und Aminosiuren.
Die erste Einheit besitzt eine Kiivette von 2,2 mm Schichtdicke, die dritte
Einheit enthiilt eine Kiivette von 0,7 mm Schichtdicke. Dadurch registriert
der Schreiber 2 Kurven in verschiedenen Extinktionsbereichen. Die mittlere
Photometereinheit mifit bei einer Kiivetten-Schichtdicke von 2,2 mm und
einer Wellenlinge von 440 um die Extinktion des gelben Farbstoffes aus
Ninhydrin mit Prolin bzw. Oxyprolin. Ein entsprechendes Photometeraggregat
ist vom technischen Biiro der Firma Beckmann Instruments in Diisseldorf
angefertigt worden [1].

6. Schreiber

Der Schreiber umfaflt den Extinktionsbereich von 0-2,0. Der Papier-
vorschub betrigt 60 mm/h. Die von den drei Photometern ausgehenden Si-
gnale werden als verschiedenfarbige Punkte in 4 Sekunden-Punktfolge auf das
Papier aufgedruckt.

Dem Analysengang liegt folgendes Funktionsschema zugrunde:

Pufferlosung

Luftabscheider

Pumpe

Chromatographie-Siule—— Analysenlosung
Reaktionshad ———Ninhydrin
Photometer =~ —————————Schreiber
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Die Genauivkeit der beschriebenen Methode liegt nach unseren Erfah-
rungen bei +19,. Das hohe Auflosungsvermogen der Ionenaustauschersiulen
gestattet es, bls zu 50 ninhydrin-positive Komponenten zu trennen und quan-
titativ zu bestimmen. Der entscheidende Nachteil dieses Verfahrens liegt aber
in seinem hohen Kosten- und Zeitaufwand. Zur Durchfiihrung einer Vollana-
lyse von komplizierten Aminosiuregemischen, wie sie im Sperma vorliegen,
benotigt man 2 Tage.

Zur Bestimmung freier Aminosduren im Sperma gehen wir nach folgen-
dem Arbeitsplan vor:

Frischsperma wird zunichst mit einem Uberschull an 19%iger Pikrin-

situreldsung versetzt, um die vorhandenen Proteine zu entfernen. Nach Abzen-

trifugieren des Niederschlages wird das Uberstehende quantitativ durch ein
Kieselgurfilter geklirt; danach wird die iiberschiissige Pikrinsdure mit Hilfe
eines basischen Anionenaustauscherharzes (Dowex l % 8) entfernt. Nachdem
orientierende Vorversuche mittels Papierchromatographie gezeigt haben, dal}
eine Reihe von nicht identifizierbaren Peptiden mit freien Aminosiuren ver-
gesellschaftet vorkommen, hydrolysieren wir das aminosdurehaltige Eluat der
Dowex 1x 8 — Kolonnen.

Die Aufklirung der Struktur der genannten Peptide stellte uns vor ein
nicht zu bewiiltigendes Arbeitsprogramm. Die Hydrolyse erfolgt mittels
6 n HCI, wobei pro 1 ml Ausgangsspermavolumen 100 ml 6 n HCl verwendet
werden. Die Hydrolyse erstreckt sich iiber 24 Stunden bei 100° C. Dabei nah-
men wir allerdings den Verlust von Tryptophan in Kauf. Nach der Hydrolyse
werden eventuell vorkommende Huminstoffe abfiltriert, und die Salzsiure
lafit sich dann leicht im Rotmtionsveldampfel entfernen. Die getrockneten
Hydrolysate werden mit einem Na-Zitrat-Puffer auf pH 22 gebracht wobei
auf das Ausgangsvolumen des Ejakulats aufgefiillt wird. Nur 0,5 ml dieser
Losung verwenden wir zur Chromatogmphle auf der eingangs beschriebenen
Apparatur. Mit Hilfe des angegebenen Arbeitsganges ist es moglich, unter
Verwendung von nur schr geringen Mengen an Ausgangsmaterial, alle im
menschlichen Sperma vorkommenden Aminosiduren eindeutig zu erfassen,
voneinander zu trennen und mit hoher Genauigkeit zu bestimmen.

LITERATUR
1. BEckMANN-Report (1959), 1
2. MOORE, S., SPACKMAN, D. H., Stein, W. H. (1958), Analyt. Chem. 30, 1085.
3. SPACKMAN, D. H., SteiN, W. H., Moorg, S. (1958), Analyt. Chem. 30, 1090.
4. StrIN, W. H., Moorg, S. (1954), J. biol. Chem., 211, 915.






Symp. Biol. Hung., 4, 63—77 (1964 )

QUANTITATIVE HISTOCHEMISCHE
UNTERSUCHUNGEN AN SPERMIEN

W. SaxprITTER und K. D. GrROSSER*

SENCKENBERGISCHES PATHOLOGISCHES INSTITUT DER UNIVERSITAT, GIESSEN/L.

Zusammenfassung

Es wird eine Ubersicht der quantitativen histochemischen Methoden speziell
im Hinblick auf Untersuchungen an Spermien gegeben.

Mit der Mikrophotometrie im ultravioletten Licht kann der Nukleinsédure-
gehalt, nach Ribonukleasebehandlung auch der DNS-Gehalt von Spermien
gemessen werden. Die Versuche zeigen, dall der DNS-Gehalt der Spermien die
Hélfte der diploiden Zellen betriagt. Fiir Probleme der Infertilitit ergeben sich
aus DNS-Messungen neue Gesichtspunkte.

Am Beispiel der Farbstoffaufnahme von basischen Farbstoffen kann die
elektronenmikroskopisch nachgewiesene dichte Packung der DNS-Proteinmole-
kiile demonstriert werden.

Fiir den Nachweis der Zellkernproteine stehen verschiedene Farbreaktionen
zur Verfligung, die im Zusammenhang mit der Umwandlung von Histoneiweil3-
korpern in protaminéhnliche EiweiBkorper wihrend der Spermiengenese diskutiert
werden.

Mit dem Interferenzmikroskop und der Réntgenhistoradiographie kann
das Trockengewicht der Spermienzellkerne gemessen werden. Die Untersuchungen
ergaben bestimmte GesetzmalBligkeiten hinsichtlich der Trockengewichte von
nichthistonproteinfreien Zellkernen (Korrelation — Trockengewicht mit Chromo-
somenzahl). Spezifische Extraktionsmethoden und die Kombination des Inter-
ferenzmikroskopes mit der UV-Photometrie erlauben eine quantitative Auf-
schliisselung des Substanzgehaltes (Lipoide, RNS, DNS, Protein) von Spermien.

Seit MrescuERS [35] Entdeckung der »Nukleinstoffe« im  Jahr 1870
sind unsere Kenntnisse iiber diese wichtige Stoffklasse durch biochemische
und histochemische Untersuchungen stark erweitert worden. Viele Argumente
sprechen dafiir, dafy die Nukleinsdauren als Triger der genetischen Information
im Zellkern auftreten [4, 11]. Besonderes Interesse verdienen dabei nicht nur
die somatischen Zellkerne, sondern vor allem die fiir die Erhaltung des Fort-
bestandes des Lebens so wichtigen Germinationszellen. Die Unterschiede in
der chemischen Zusammensetzung beider Zelltypen, insbesondere hinsichtlich
ihrer Proteine, die mit der DNS salzartig verbunden sind (Histone, Protamine),
erscheinen im Lichte der von DaANIELLI [16] und StEDMAN [55] formu-
lierten Hypothese iiber die Histone als Genregulatoren von prinzipieller Bedeu-
tung. Die zyklische Umwandlung von Histoneiweill)korper in Protamine oder
protaminihnliche Eiweillkorper bei der Spermienreifung [35, 26, 21, 58, 10]
und Riickverwandlung in Histoneiweillkorper in  der befruchteten Kizelle
bzw. den somatischen Zellkernen ist dabei in ihrem Wesen noch ganz ungekliirt.

Mit den modernen Methoden der quantitativen Histochemie kann parallel
zu biochemischen Untersuchungen ein wesentlicher Beitrag zu diesen Fragen
geleistet werden. Die Vorteile dieser mikrophotometrischen Methode liegen

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.



hierbei in dem mikroskopisch lokalisierbaren Nachweis von bestimmten che-
mischen Substanzen und der quantitativen oder halbquantitativen Mengen-
bestimmungen in der Grofenordung von 107! ¢ an der Kinzelzelle oder
bestimmten Zellorten. Hierbei wird die natiirliche Absorption z. B. der Nuklein-
situren oder die Lichtabsorption von eingefiihrten Chromophoren nach spezi-
fischer und quantitativer Firbung nach den Gesetzen der » Makro«-Photo-
metrie ausgenutzt [14]. Das Interferenzmikroskop [19, 50, 51, 54] und die
Ront«renhlstoradlographle [20, 38, 45] stellen mit der Moglichkeit von Massen-
bestimmungen (Trockengewicht) eine weitere wertvolle Bereicherung unserer
methodischen Moglichkeiten dar.

Speziell fiir die Untersuchung von Spermien stehen heute eine Reihe
von quantitativen Methoden, insbesondere zum Nachweis der Nukleinsiuren
und Eiweilkorper zur Verfiigung, die in Tabelle 1 aufgefiihrt sind. Die ilteste,
gleichzeitig z. Z. am meisten benutzte spezifische und halbquantitative Farb-
reaktion fiir DNS stellt die Feulgen-Reaktion dar. Mit der Photometrie im
UV-Licht [14] (CASPERSSON) konnen beide Nukleinsiuren quantitativ erfal’t
werden [43], nach Ribonukleasebehandlung auch DNS allein [47].

Fiir Eiweillkorper verdanken wir ALFERT [1] mit der Fastgreenfirbung
bei pH 8,2 eine geniale Methode, die nach der Entfernung der DNS die freien
bagischen Gruppen der Histoneiweilikorper darstellt, wihrend Protamine
nicht angefiirbt werden (Losung in Trichloressigsiure). Fiir Protamine bringt
die Pikrinsiurebromphenolblaufirbung oder Eosin-Y-Firbung von Brocu [10]
einen wesentlichen Fortschritt, da die Pikrinsiiure Protamme prizipitiert und
gleichzeitic DNS hydrolysiert. Die quantitative Auswertbarkeit steht aller-
dings n()oh offen [31]. Desaminierung und Azetylierung lassen zudem eine
Unterscheidung zwischen lysinhaltigen Histoneiweillkérpern und arginin-
reichen Eiweiflkorpern (Protamine) zu. Auch die Argininreaktion [32] kann
dazu herangezogen werden, wihrend mit der Millon-Reaktion, gekuppelten
Tetrazoniumreaktion (7, 12] sowie der UV-Photometrie bei 4 280 mu tyrosin-
und tryptophanhaltige }Llwel[’korper [42], d. h. im wesentlichen Nichthiston-
proteine der somatischen Zellkerne [36] erfaft werden.

Freie basische Gruppen der Kiweillkorper sind mit sauren Farbstoffen
in sauren Losungen auch quantitativ zu bestimmen [53]. SH-Gruppen sind
nach der DDD-Reaktion von BARNETT und Serremax [6], SS- und SH-Grup-
pen nach TeiGer und Mitarb. [57] nachweisbar [5, 44]. Fiir den Kohlen-
hydratnachweis (a-Glykole) soll nach ScHRADER und LEUCHTENBERGER [53]
auch die PAS-Reaktion quantitativ auswertbar sein.

Mit der Interferenzmikroskopie und Rontgenhistoradiographie stehen
zwei Methoden zur Verfiigung, die bisher noch nicht voll ausgenutzt wurden.
Die spezxflsche Extraktion von bestimmten Zellsubstanzen wie Lipoiden,
RNS und DNS liBt eine quantitative Aufschliisselung der Zellbestandteile
zu [17, 50] und in Verbindung mit der UV-Photometrie konnen wie in bio-
chemischen Untersuchungen die Nukleinsiuremefwerte prozentual auf das
Trockengewicht bezogen Werden

Diese kurze Ubersicht zeigt, daf die heute verfiigharen methodischen
Maoglichkeiten der quantitativen Histochemie sich speziell auf die Nuklein-
siuren und Eiweillkorper in der Zelle konzentrieren.

Untersuchungen iiber die Nukleinsiureverteilung in Spermien verschie-
dener Arten liegen schon vom Beginn der histochemischen Area vor. So hat
MARcUs [30] schon 1921 die starke UV-Absorption des Kernes menschlicher
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Tabelle 1

Zytophotometrische Nachweismethoden (speziell fiir Spermien)

Substanz Methode
DNS Feulgen
DNS -+ RNS UV-Photometrie
RNS UV-Photometrie nach RNase

Fastgreen pH 8,2

Histone Desaminierung
P— } vermindert (e-Lysin)
Pikrinsdurebromphenolblau
Desaminierungl .

Protaining P — I unverandert
Fastgreen pH 8,2 negativ

Arginin Sakaguchi, MacLeish

Tyrosin Millon-Reaktion 4500 mp

/" Millon-Reaktion A 365 mpu

Tyrosin + Tryptophan
¥ TEIRR . UV-Photometrie A 280 my

Tyrosin, Tryptophan, gekuppelte Tetrazonium-Reaktion
Histidin (NH, ?)
Freie basische Gruppen Fastgreen pH 1,2
Naphthol Yellow S
SS 4 SH Barnett, Bahr
a-Glykole PAS
Trockengewicht Interferenzmikroskopie

Roéntgenhistoradiographie

Eaxtraktion
Lipoide Ather-Alkohol
RNS Ribonuklease
DNS Desoxyribonuklease, TCS

Rest (Proteine) \

Spermien beschrieben und Voss. 1925 diese Kerne mit der Feulgen-Reaktion
dargestellt. Kigene Untersuchungen an menschlichen Spermien (Abb. 1) zeigen
die starke Konzentration von Nukleinsiuren, im wesentlichen DNS, im hin-
teren Teil des Spermienkopfes und ein steiles Konzentrationsgefille zum
Acrosom hin, welches im vorderen Teil kaum noch eine UV-Absorption auf-
weist. Vakuolen im Acrosom kommen vor, manchmal umgreift das DNS-
haltige Material auch den hinteren Teil des Acrosoms manschettenférmig.
Mittelstiick und Schwanz sind bei der Wellenliinge 265 mu nur durch Licht-
brechung sichtbar. Absorptionskurven von menschlichen Spermien (s. a. [34])
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demonstrieren im Kern (Abb. 2) die Anwesenheit reiner Nukleinsiure (Ver-
hiltnis 265/280 = 1,8), wihrend im hinteren Teil des Acrosoms Nukleinsiuren
und tyrosin- und tryptophanhaltige Eiweillkorper vorkommen (Kurvenaus-
buchtung bei 4 280 mu). Im vorderen Teil des Acrosoms gleicht die Absorp-
tionskurve etwa der Kurve 5 in Abbildung 2.

Abb. 1. UV-mikroskopische Aufnahmen, bei 4 265 my von 1 und 2: Menschliche Spermien,
3: Kaninchenspermien, 4: Rattenspermien, 5: Bullenspermien,

Spermien anderer Mammalier wie Bulle, Kaninchen u. a. zeigen eine
ziemlich gleichmiBige Verteilung des UV-absorbierenden Materials im Kopfteil,
lediglich im hintersten Teil sehen wir eine Zunahme der Nukleinsdurekonzen-
tration (Abb. 1). Rattenspermien mit den typischen hakenformigen Kopfen
seien noch als weiteres Beispiel erwithnt, wobei das Acrosom hier kaum sicht-
bar ist.

Uber den Nukleinsiiuregehalt von Spermien liegen zahlreiche bioche-
mische und quantitativ-histochemische Untersuchungen vor. SwIrT [56]

E
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Abb. 2. Erklarung im Text
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u. v. a. konnten z. B. bei Heuschrecken und Mausen nachweisen, dafl wiihrend
der Spermienreifung parallel mit den Reifeteilungen und der Reduktion der
Chromosomenzahl der DNS-Gehalt jeweils halbiert wird. Spermatiden mit
oktoploidem Chromosomensatz (8 N) zeigten einen Farbstoffgehalt von
12,8 AE, solche mit 4 N (tetraploid) 6,3 AE, 2 N (diploid) 3,16 AE und haploid
1 N Zellen 1,68 AE (s. [39]).

An diesen Beispielen kann besonders eindrucksvoll die Parallelitit zwi-
schen dem DNS-Gehalt und der Chromosomenzahl [11, 59] sowie das Gesetz
von der DNS-Konstanz demonstriert werden. Biochemische und zytophoto-
metrische Messungen nach Feulgen-Reaktion zeigten an vielen Objekten

(Ubersicht [59]), daB Spermien die Hilfte des DNS-Gehaltes von diploiden
- Zellen aufweisen. Auch die eigenen Messungen an Spermien verschiedener
Arten mittels der UV-Photometrie (Tab. 2) bestitigen diesen Sachverhalt [43
Wichtig erscheint in diesem Zusammenhang, dal} die UV-Photometrie z. Z..
die einzige Methode darstellt, mit der der Nukleinsiuregehalt von einzelnen
Spermien in absoluten Mengeneinheiten gemessen werden kann, wobei die
gefundenen Mittelwerte mit biochemischen Messungen iibereinstimmen. Der
mittlere Wert aus einer Zellpopulation tiuscht aber eine Konstanz des DNS-
Gehaltes vor, die nicht vorhanden ist. Aus unseren Untersuchungen geht viel-
mehr hervor, daf} in allen untersuchten Populationen eine ziemlich grofe
Streuung der Meliwerte vorliegt, die z. B. beim Menschen von 1,8—4,5x 1071 g
[34], (Mittelwert 3,1x 10~ g) reicht. ILiegt bei den Spermien mit ab-
weichendem DNS-Gehalt eine Vermehrung oder Verminderung geneti-
schen Materials vor, oder gibt es eine »Luxus«-DNS, die genetisch inaktiv
ist [8]? Theoretisch wiire zu erwarten, dal} eine Befruchtung mit einem Sper-
mium mit vermindertem DNS-Gehalt zu schweren Stérungen (Mifibildung)
bei der Keimentwicklung fiihrt oder sind — wie LEUCHTENBERGER u. Mitarb.
[27, 28] nachgewiesen haben — Spermien mit geringerem DNS-Gehalt nicht
zur Befruchtung fihig? Diese Autoren fanden, daf} bei Infertilitit (Mensch,
Bulle) nicht nur der DNS-Gehalt der Spermien vermindert ist, sondern auch
schon wihrend der Spermatogenese weniger DNS-haltiges Material vorhanden
ist. Wihrend primire Spermatozyten AL von 5,5, sekundidre von 3 und
Spermien von 1,5 AE aufweisen, liegen bei infertilen Menschen die entsprechen-
den Werte bei 2,5, 1,5 4+ 0,6 AE. Das Verhiiltnis 4 : 2 : 1 bleibt dabei aber
erhalten. Auch MEYHOFER (personliche Mitteilung) fand bei schweren Oligo-
spermien eine Verminderung des DNS-Gehaltes.

Abgesehen von der Nukleinsiureverteilung und dem Gehalt scheinen
uns Informationen iiber den physikalisch-chemischen Zustand der Nuklein-
siauren und Proteine in Spermien im Vergleich zu somatischen hzw. funktionell
aktiven Zellkernen von grofitem Interesse zu sein. Die elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen von Ris [40] und GiBBoNs [23] zeigen, daf in reifen
Spermien die 100 A-dicken DNS-Proteinfibrillen hiufig auBerordentlich kom-
pakt gelagert sind, sodaf} sie elektronenoptisch kaum aufzulosen sind, wihrend
bei der Spermienreifung die DNS-Proteinfiden der Zellkerne in vielen Fillen
(durch dazwischengelagertes Nichthistonprotein?) in 40 A-dicken Fibrillen
vorliegen. Liegen die DNS-Proteinmolekiile zudem lings der Spermienachse
parallel angeordnet, so tritt eine deutliche Doppelbrechung auf [14, 52, 607,
die mit der Methode von Ruca [41] auch im UV-Licht gemessen werden kann.

Eigene Untersuchungen mit basischen Farbstoffen lassen ebenfalls darauf
schlieflen, dafl die Zusammenlagerung von DNS und Protein in Spermien
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Tabelle 2

Ergebnis der wltraviolettmikrospektrophotometrischen Nukleinsdurebestimmungen

- DNSx RNSx | E E B Verh. N Ohem, Chem.
pezies | wo|l0%Hg | oM |1074g 265mu | 280mp | M3mp | 263280 | | DNSx | RNSx
|
Mensch
Spermien 35 | 3,28 | 40,086 0,68 039 0,02 | 1,8 10 2,7 —
Spermien (R)| 15 | 3,12 | £0,074| 0,16 0,66 | 0,39 | 0,03 | 1,69 | 11 3,4 —
Thymuslym- | 26 | 7,29 | +0,059 0,33 | 0,19 | 0,04 . 1,65 | 55 6,8" —
phozyten | ‘ |
Thymusl. (R)| 34 | 6,80 | 40,24 | 0,48 | 0,50 | 0,32 | 0,07 1,57 | 30 — —
Bulle (Kalb) | | |
Spermien 29 | 3,25 | 40,091 0,19 | 0,13 | 0,02 1,5 39 3,2 | —
Thymusl. 21 | 6,85 | +0,11 0,48 | 0,27 | 0,04 | 1,75 | 33 6,4 -
Thymus (R) | 27 6,55 | +0,16 0,30 ‘ 0,47 | 0,26 | 0,06 1,79 | 35 - 0,5
Kaninchen |
Spermien 26 | 3,25 | 40,098 0,27 | 0,24 | 0,06 | 1,4 32 3,14 —
Thymusl. 26 | 5,75 | 40,15 - 0,26 | 0,16 | 0,02 1,58 | 50 5,3—° —
T2
Raitte !
Spermien 18 | 3,11 | 40,19 - 0,49 | 0,30 | 0,05 | 0,61 | 14 — —
Thymusl. 19 | 6,05 | 40,083 — ‘ 0,51 | 0,32 | 0,05 1,60 | 25 7.5*
Hahn ‘
Spermien 24 | 1,69 | +0,045| — 0,34 | 0,20 | 0,02 | 1,70 | 10 1,26
Erythro- 31 | 3,31 | £+0,068| — 0,46 | 0,28 | 0,04 | 1,64 | 15 2,4
zyten
\
Ery. (R) 22 | 3,30 | 40,10 0,01 | 0,50 | 0,31 | 0,08 1,62 | 19 0,09
— i
Forelle ‘
Spermien 24 | 2,52 | 40,074 0,68 | 039 | 0,02 | 1,75 | 8| 2,5
Erythro- 21 | 5,61 | 40,20 — 0,41 0,32 | 0,05 1,86 | 32 | 4,8—5,3
zyten
Ery. (R) 21 | 5,46 | +0,23 | 0,15 | 0,46 | 0,34 | 0,08 | 1,36 | 29
| o d —
Rana tem-
poraria ‘ [
Erythro- 22| 9,16 | 40,33 ‘ 0,566 | 0,38 | 0,05 1,46
zy ten ‘ 37 8_9
Ery. (R) 21 | 885 | 40,33 | 0,30 | 0,56 | 0,36 | 0,08 | 1,54 | 42
1
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_— DNSx |RNsx | = B E | Verh. . Chem. | Chem.
Spezies no| g ou 10—12g | 265 mu | 280 mu | 313 my | 265/280 | U DNS x RNSx
10—1g 10—12g
scioe | | | |
Bufo viridis |
Spermien ‘ 20 | 543 | 40,18 0,32 | 0,24 | 002 | 1,31 | 37 ’
Erythro- | 23 |12,88 | 40,33 0,58 | 0,87 ! 0,04 1,564 | 50 |
zyten
Ery. (R) | 23 (12,11 | +0,29 0,29 | 0,58 | 0,41 ‘ 0,08 | 1,40 | 52
|
n = Anzahl der Zellen -+ Wert nach UV-Messungen
(R) = Ribonukleasebehandlung (1 mg/ml) 37°C, 3 Std. ° MeBwert fiir Leber

* MeBwert fiir Milz
" Wert fir Leukozyten

kompakter ist als in somatischen Zellkernen. Bei zytophotometrischen Mes-
sungen des Farbstoffgehaltes von Spermien und polyploiden Zellen nach Gallo-
zyvaninchromalaunfirbung vor Ribonukleasebehandlung zeigte sich, dal} Sper-
mien weniger Farbstoff binden, als nach dem DNS-Gehalt zu erwarten ist
(s.a. [29]). Fir diploide bis tetraploide Zellkerne ist allerdings eine gute
Parallelitit vorhanden (Tab. 3.), die unsere fritheren Untersuchungen [18]iiber

Tabelle 3

Zytophotometrische Messungen des Farbstoffgehaltes nach Gallozyaninchromalaunfirbung und
Ribonukleasebehanidlung von Spermien und somatischen Zellkernen (Thymus, Leber w. a.)

‘ Gipfelbildung AE

Zellart n |
} haploid diploid ‘ tetrapl. | oktopl.
Mensch |
Spermien 50 ‘ 4
Leber [ 170 ‘ 15 | 30 60
— - —
Staer ‘
Spermien 200 5
Leber 300 15 | 30 60
Milz 60 1 15 ‘
Meerschw. ‘ ]
Spermien 30 4 ‘
Leber 160 15 1 30 60
| \

die quantitative Bindung von DNS mit Gallozyaninchromalaun sehr gut
unterstiitzt. Die dichte Packung von DNS und Protein in Spermien wird auch
aus weiteren Versuchen an mit NaCl-Losung behandelten Zellkernen deut-
lich [25]. Wie Tabelle 4 zeigt, liBt sich in Thymuslymphozytenkernen leicht
eine Dissoziation der Phosphatproteinbindungen durch Behandlung mit Salz-
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Tabelle 4

Ergebnzs der zytophotometrischen Messungen nach Gallozyaninchromalaunfirbung
und verschiedener Behandlung von Thymuslymphozyten und Bullenspermien

Kalbsthymus 1 AE
Unbehandelt nativ ‘ 8,4
2,5% NaCl 10,3
Alkoholfixation 14,1

Bullenspermien

Unbehandelt 3,9
5%, NaCl 3,7
Trypsin 4.5
Alkoholfixation 5

losungen oder Fixierung herbeifiihren, sodali der Farbstoff an die DNS ange-
lagert werden kann, wihrend in Spermien selbst eine 59jige NaCl-Losung
und Trypsinbehandlung keinen Erfolg haben. DNS und Protein sind demnach
in Spermien eng miteinander verbunden und schwer dissoziierbar, wihrend in
somatischen Zellkernen DNS und Histon leichter getrennt werden kénnen
und auch das Nichthistonprotein keine wesentliche Maskierung der Phosphat-
gruppen herbeifiithrt, da diploide Zellkerne mit verschiedenem Nichthiston-
proteingehalt (z. B. Thymuslymphozyten, Leberzellkerne) gleiche Farbstoff-
mengen binden.

Im Gegensatz zu unseren schon recht weit fortgeschrittenen Kenntnissen
iiber die Nukleinsauren, ist iiber die Funktion der Proteine im Zellkern noch

Mikroradiographie Interferenzmik roskopie
Bullenthymuslymphozyten
10- 204
; : 1 :
5 He 701 !
- L N S ”i 3“”ig.i
=0 & 10 5 20 © & 10 15 &
N Bullenspermien
U 4
= o1 ]
N Uk
10 20 i ;;;
§ it
7 - of il
NEERRER §,! Hilis

e
0O 5 10 15 20 0 5 10 15 20

Abb. 3. Gegeniiberstellung der MeBwerte des Trockengewichtes nach Rontgenhistoradio-
graphie und Interferenzmikroskopie (in 10~'*g)
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wenig bekannt. Mehrere Autoren [35, 26, 22, 21, 58, 15 usw.] konnten in bio-
chemischen Arbeiten zeigen, daf} bei der Spermienreifung Histoneiweillkorper
in Protamine oder protaminéhnliche Eiweillkorper (argininreich) umgewandelt
werden. Neuere histochemische Arbeiten von ALFERT [1] haben gezeigt, dal}
primire und sekundéire Spermatozyten z. B. beim Salm sich mit der Fast-
greenfirbung pH 8,2 darstellen lassen (Histoneiweillkorper), wihrend reife
Spermien negativ sind (Protamine, die durch die Trichloressigsiure gelost
werden). BLocH [10] konnte mit der Pikrinsiurebromphenolblau-Reaktion und
Blockierung von Lysin ebenfalls dic Umwandlung von Histon in argininreiche
Eiweillkorper (protamindhnlich) bei Helix aspera demonstrieren. Auch die
Argininreaktion kann fiir die Untersuchung von Histon und Protamineiweil}-
korper herangezogen werden, da Histon nur etwa 15%, Arginin, Protamine aber
bis zu 90%, Arginin enthalten [58].

Die Fastgreenfiarbung pH 8,2 kann nach diesen Untersuchungen zur
Unterscheidung von Protamin und Histoneiweill)korpern dienen. In somati-
schen Zellkernen findet man eine bemerkenswerte Stabilitit des Farbstoff-
gehaltes nach Fastgreenfirbung, die — wie die Feulgen-Reaktion — mit den
Ploidiestufen der Chromosomen korreliert sein kann [1]. In eigenen Unter-
suchungen fanden wir, daf} sich der Farbstoffgehalt von Spermien zu Thymus-
lymphozyten wie 1 : 2 verhiilt, also &hnlich wie nach Feulgen-Reaktion (Tab. 5).
Bei Mundschleimhautepithelien wurde allerdings eine verminderte Fastgreen-
firbbarkeit gefunden, die nach den Untersuchungen von BrLocu u. Mitarb. [9]
auf den hohen Gehalt der Kerne an Nichthistonprotein bezogen werden kann

Tabelle 5

Zytephotometrische Messungen des Feulgen- und Fastgreengehaltes in Spermien und
diploiden Zellen

Zellart “ F*”XII%'CU [ Fas;g;;een
|

Stier | ‘
Spermien 6.5 ‘ 6,8
Thymus 13,2 | 13.4

i

Mensch
Spermien | 6,5 6.5
g 13,2 13
Mundschleimhautepithelien 13,5 10,1

Bei jedem Objekt werden 100 Zellen gemessen; fiir Feulgen mit Filter 574 mgp, fir
Fastgreen mit Filter 632 mu

(Blockierung der reaktiven Gruppen). In Tumorzellkernen fanden wir ebenfalls
eine verinderte Fastgreenfirbbarkeit [48, s. a. 24]. Diese Beobachtungen soll-
ten Anlaf} sein, die Hypothese, daf} Proteine (speziell Histone) die Realisation
der hereditiren Faktoren kontrollierten, niher zu untersuchen. In diesem Zusam-
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menhang sind auch die Untersuchungen von LEUCHTENBERGER u. Mitarb.
[27, 28] von Interesse, die bei Infertilitit einen erhthten Eiweifigehalt der
Spermien beobachten konnten.

Quantitative Aufschliisse iiber den Proteingehalt von Spermien kénnen
durch Trockengewichtshestimmungen mit dem Interferenzmikroskop gewon-
nen werden. Eigene Untersuchungen [48] haben gezeigt, dal} bei Zellkernen
ohne oder mit nur geringen Mengen von Nichthistonprotein [37] wie Spermien
und Thymuslymphozyten oder Erythrozytenkernen die Trockengewichte mit
der Chromosomenzahl korreliert sind (haplmd zu diploid wie 1 : 2) (s. a. [33]).
Tabelle 6 zeigt diese Gegeniiberstellung bei verschiedenen Tieren, wobei die
Trockengewmhtqwerte meist sehr gut mit entsprechenden Angaben in der
Literatur {ibereinstimmen. Auch eine Uberpriifung der interferenzmikrosko-

Trockengewicht X107 g

| Masse pro y? x107%g
0231 18
02241
0.27-‘ i \
020{ |4
0191 e —_—
0181 S
i 7/’%;’3_3 . 4 24 38 48 6254

Abb. 4. Trockengewichtsverlust von Bullenspermien in Tyrode-Lésung

pischen Messungen mit der Rontgenhistor adiogmphie zeigte, dal} die Mef-
werte nur innerhalb von 10159, variieren (Abb. 3). Bei Zellen mit hoherem
Nichthistonproteingehalt, wie Mundschleimhautepithelien, Flimmerepithelien,
Alveolarepithelien, Vaginalschleimhautepithelien, liegen allerdings die Kern-
trockengewichte hoher (zwischen 40—50x10—1%g |4()])

Uber die Verteilung des Trockengewichtes und der Masse pro Flichen-
einheit in menschlichen Spermien unterrichtet Tabelle 7. Wihrend bei anderen
Mammaliern das Trockengewicht ziemlich gleichmiif3ig iiber den Kern verteilt
ist, sehen wir hier eine um die Hilfte niedrigere Massenkonzentration im
Acrosom gegeniiber dem Kern. Dementsprechend ist auch das Trockengewicht
mit 1,4 107 g im Acrosom niedriger als im Kern (4,7 x 10~12g).

Die Einbettung der Spermien in Tyrode-Lésung fiir die interferenzmikro-
skopischen Messungen lif3t erwarten, dafB es mit zunehmender Zeit zu einem
Verlust medermoleku]arel Substanzen und damit zu Trockengewichtsverlusten
kommt. Wie Abb. 4 zeigt, haben lebende Spermien ein hoheres Trockengewicht
und Massenkonzentration (10 Min.) als Spermien, die 3— 62 Stunden in gleichem
Medium gehalten wurden. Schon nach 3 Stunden ist keine Beweglichkeit mehr
festzustellen. In gleicher Weise konnten Davies u. Mitarb. [17] zeigen, dal}
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lebende Widderspermien ein Trockengewicht von 8,9 9,6 X 10~12 g aufweisen,
withrend fiir tote Spermien nur ein Gewicht von 7x10712g gemessen werden
konnte.

Fiir die chemische Zusammensetzung der Zellkerne eroffnen sich mit
dem Interferenzmikroskop neue methodische Moglichkeiten, da nach spezifi-
scher Extraktion jeweils an der gleichen Zelle Trockengewichtsmessungen aus-
gefiihrt werden konnen (vgl. [17, 51]). Abbildung 5 zeigt einen solchen typi-
schen Versuch, wobei nach Alkohol-Ather-Extraktion bei Bullenspermien
eine Trockengewichtsabnahme um 109, (0,7x10712g), nach Ribonuklease-
behandlung um 5%, (0,3x107'g) und nach Trichloressigsiure-Extraktion
um 409, (3,5x10712g) festgestellt wurde. Der verbleibende Rest kann als

-~ XI0-12g
81 :
07 |Lipoide| Ather ~10 %
1 03 (BN, Ribonuklease ~5%
61
| 35 | ONS | Trichlor-
? essigsdure  40%
44
l
2 40 |Protein| HRest 40%
\
gl Sy B B
Bullenspermien
Infer ferenzmikroskop

Abb. 5. Typisches Beispiel fiir die Substanzextraktion mit dem Interferenzmikroskop

Trotein (Histoneiwei3kirper) angesprochen werden. Der auf diese Weise erhal-
tene DNS-Wert von 3,5 x 1012 g stimmt gut mit uv-photometrischen Messun-
gen iiberein. Davies u. Mitarb. [17] haben in dhnlicher Weise an Widder-
spermicn einen Lipoidgehalt von 129, gefunden und einen DNS-Gehalt von
2,8 X107 g (chemische Bestimmungen 3,4 X107 g).

In Verbindung mit der UV-Photometrie, mit der der Nukleinsiduregehalt
von Zellobjekten quantitativ bestimmt werden kann, 1i6t sich nach Trocken-
gewichtsbestimmungen ebenfalls der Gehalt an Restsubstanzen (im wesent-
lichen Proteine) mit dem Interferenzmikroskop messen. Tabelle 6 zeigt, daf}
nach Abzug des Nukleinsiiuregehaltes vom Trockengewicht der Gehalt an Rest-
substanz (Protein) bei den meisten Spermien 40—50%, betrigt. Diese Unter-
suchungen zeigen also, daf in Spermien Nukleinsiiuren und Proteine meistens
in einem gewissen Verhiiltnis von 1 : 1 vorliegen und 909, oder mehr der Sper-
mienmasse ausmachen.

Die letzten Beispiele zeigen deutlich, wie mit mehreren unabhingigen
quantitativen histochemischen Methoden die MelRergebnisse iiberpriift werden
konnen und die Methoden sich gegenseitig ergiinzen.
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Tabelle 6

Zusammenfassende Darstellung der Trockengewichtsbestimmungen
an haploiden und diploiden Zellkernen

: |
T . s+ /
Spezies und Zellart n clorg | rioeae B Lo .8

Mensch ‘

Spermien 47 6,23 3,1 50

Thymuslymphozyten 115 0,524 13,73 6,8 49
Stier

Spermien 175 0,219 8,88 32 40

Thymuslymphozyten 96 0,558 14,40 6,5 45
Kaninchen

Spermien 44 0,222 ;15 3.2 48

Thymuslymphozyten 28 0,467 13,28 5,7 43
Ratte

Spermien 41 0,331 6,04 3,1 61

Thymuslymphozyten 75 0,468 11,24 6,1 55
Meerschweinchen

Spermien 25 0,254 8,21 3° 38
Maus

Spermien 24 0,619 8,58 3* 38
Hahn

Spermien 44 0,218 2,49 1,5 60

Erythrozyten 98 0,409 5,24 3.3 64
Forelle

Spermien 63 0,576 4,24 2,5 63

Erythrozyten 34 0,326 8,36 5,4 63

° Haploider Wert nach VENDRELY 1955.
* Haploider Wert nach DAVIES u. Mitarb. 1957.
+ DNS-Werte nach eigenen Messungen (SANDRITTER u. Mitarb. 1960).

Tabelle 7
Interferenzmikroskopische Trockengewichtsbestimmungen an menschlichen Spermien
2 glurx 1012 Tro)c(kletx)l_;zlezwéicht
Ganzes Spermium 14,1 6,0
Kern 8,2 0,57 4,7
Acrosom 5,9 ‘ 0,23 14
I
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UBER DIE ZUSAMMENHANGE ZWISCHEN
DEN BEWERTUNGSFAKTOREN DES BULLENSAMENS
UND DER BEFRUCHTUNG

J. BECZE

FORSCHUNGSINSTITUT FUR TIERZUCHT, BUDAPEST

Zusammenfassung

Auf Grund der Angaben der von 10 Bullen im Verlauf eines Jahres produ-
zierten 1479 Ejakulate und der Befruchtungen von 12 752 Kiithen wurde mit
Hilfe der Regressionswerte untersucht, welche graduelle Abweichungen der den ein-
zelnen Samenbewertungsfaktoren entsprechenden Verénderungen in der Befruch-
tung eintreten. Es wurden folgende Regressionskoeffizientenwerte ermittelt:
Massenbewegung 1,750, Dichte 3,115, prozentuale Bewertung der lebenden Zellen
0,039, Redoxprobe 1,420, Bewegungsqualitat 1,025, Gesamtauswertung 0,195.

Der auf die Dichte beziigliche Zusammenhang 146t sich auf das Samenent-
nahmeverfahren zuriickfithren; vor der Samenentnahme 1aB8t man das Sekret der
akzessorischen Geschlechtsdriisen gesondert hinausschieBen.

Danach liegt der groite Zusammenhang zwischen der Massenbewegung
und der Fertilitdt vor. Die Qualitdat der bei der Samenentnahme rasch bewert-
baren Massenbewegung gibt somit einen ausreichenden Anhaltspunkt fir die
Befruchtungsfihigkeit des Samens, so daBl sich die Durchfithrung komplizierter
biologischer Proben zu diesem Zweck eriibrigt.

Man ist seit langem bestrebt, eine Bewertung des Bullensamens zu finden,
aus der zuverlissige bchluﬁfolgerungen auf die Befruchtungsfihigkeit gezogen
werden konnen. Das Problem ist ziemlich schwieri ig, weil das Krgebnis, das
Ausmal} der Befruchtung der weiblichen Tiere, auf den Resultanten vieler
Faktoren beruht. Aus diesem Grunde sind auch oft widersprechende Literatur-
angaben anzutreffen.

Wir haben Untersuchungen durchgefiihrt, um festzustellen, ob unter
den einheimischen Verhiiltnissen ein Zusammenhang zwischen den einzelnen
Samenbewertungsfaktoren und der Befruchtung besteht.

Die Angaben beziehen sich auf die im Verlauf eines Jahres produzierten
1479 Ejakulate von 10 Bullen und auf die Befruchtung von 12 752 Kiihen.
Wir haben ein ganzes Jahr beriicksichtigt, damit die Eruebnlsse durch den
Einflul} der jahreszeitlichen Schwankungen nicht beeintréchtigt werden.

Bei der Samenentnahme wurde folgendes bewertet: Die Spermamenge
in ml, die Konzentration auf Grund subJektlvcr Beurteilung in fiinf Abstufun-
gen, die Massenbewegung, gleichfalls subjektiv beurteilt in fiinf Abstufungen
(Beurteilung der von der Samendichte und individuellen Bewegung der Samen-
fiden abhingigen charakteristischen Bewegung), die prozentuale Bewertung
der lebenden Zellen, ebenfalls subjektiv, das Resultat der Redoxprobe, die
Qualitit der Bewegung auf Grund subjektiver Bewertung der individuellen
Bewegung der Spermien in fiinf Abstufungen und die sog. Gesamtauswertunyg,
die dem unter Beriicksichtigung simtlicher Beurteilungsfaktoren entstandenen
Gesamteindruck entspricht, ebenfalls in fiinf Abstufungen.
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Bei den Untersuchungen interessierte uns hauptsichlich, ob die Abwei-
chungen im Befruchtungsprozentsatz den graduellen Abweichungen der ein-
zelnen Samenbewertungsfaktoren entsprechend zutage treten. Aus diesem
Grunde fiihrten wir Regressionsberechnungen durch.

Die Regressionskoeffizienten zeigen folgenden Zusammenhang:

Hhngichtlich /et IDICKUE. . s lsls s os st i v s s oo & a = 3,115
Hinsichtlich der Massenbewegung ................ a = 1,750
Prozentualer Wert der lebenden Zellen............ a = 0,039
In bezug auf die Bewegungsqualitit ........... .. a = 1,023
In bezug auf die Gesamtauswertung .............. a = 0,195

Wie ersichtlich, besteht der auffallendste Zusammenhang in bezug auf
die Dichte, dann folgt die Massenbewegung. Dieser auf die Dichte beziigliche
Zusammenhang lilt sich mit der Samenentnahmetechnik erkliren; vor der
Spermaentnahme i}t man einen groflen Teil des Sekrets der akzessorischen
Geschlechtsdriisen gesondert hinausschieflen, wodurch ein konzentrierterer

Tabelle 1
Die Regressionswerte von vier Bewertungsfaktoren der drei Bullen

(n = Zahl der Fille; a = Regressionskoeffizient)

L 1L 11T
\
Bewegungsqualitit n 125 143 I 141
a —2,12 0k | =13
Dichte n 122 143 138
a 2,89 —3,73 —8,12
Massenbewegung n 120 142 141
a 0,73 —3,06 —3,00
Gesamtauswertung n 117 139 135
0,99 —4,40 4,35

Samen gewonnen werden kann. Die Massenbewegung gibt demnach als eine
die Samenqualitiit anzeigende Eigenschaft den zuverlissigsten Anhaltspunkt
fir die Befruchtungsfihigkeit des Spermas.

Um die gewonnenen Angaben mit ausreichender Sicherheit bewerten
und feststellen zu kénnen, inwieweit diese Zusammenhinge bei der Beurteilung
der einzelnen Bullen verwertbar sind, haben wir 3 Tiere ausgewiihlt: einen
Bullen mit gutem Befruchtungsprozentsatz (I = 64,15%), einen mit mittel-
miligem (IT = 56,739,) und einen mit niedrigem (I1T = 51,379%,). Die Regres-
sionswerte der vier wichtigsten Bewertungsfaktoren (Bewegungsqualitiit,
Dichte, Massenbewegung, Gesamtauswertung) dieser Bullen wurden gesondert
errechnet. Bei denselben 3 Bullen untersuchten wir auch das Ausmall der
Streuung bei der »Gesamtauswertunge, der wichtigsten und zusammenfassenden
Bewertung. Die Regressionskoeffizienten sind in Tabelle 1, die Mittelwerte und
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Tabelle 2

Strewungswerte ber der »Gesamtauswertung« der drei Bullen

¥ s 5y Insgesamt
1. Bulle Zahl d. Fille (n) p) } 65 46 113
Mittelwert (x) 75,00 62,82 61,90 63,71
Streuung (s) 25,00 25,49 20,86 23,70
II. Bulle Zahl d. Falle (n) 8 | 101 18 127
Mittelwert (x) 70,52 63,78 53,24 62,81
Streuung (s) 17,86 22,26 14,07 21,34
III. Bulle Zahl d. Fille (n) 6 108 6 120
Mittelwert (x) 50,92 55,42 55,28 55,19
Streuung (s) 26,63 24,00 11,60 23,54

Streuungswerte in Tabelle 2 zusammengefa(3t.

Fiir die von 10 Bullen im Verlauf ecines Jahres produzierten 1479
Ejakulate und die Befruchtung der zugehorigen 12 752 Kiihe giiltigen Zusam-
menhinge koénnen somit — auf einzelne Bullen bezogen — nicht festgestellt
werden.

Die Streuung der »Gesamtauswertunge aber zeigt, dall eine grofere
Streuung zwischen den Qualitdtsabstufungen (3/;, /5, °/5) als zwischen den
Bullen besteht (zwischen den Bullen 23,709, 21,34%,, 23,549%,, zwischen den
Abstufungen z. B. bei IT = 17,86, 22,26, 14,07).

Besprechung

Wie aus den Resultaten hervorgeht, zeigen die Regressionswerte nur bei
hohen Zahlen eine gewisse Tendenz, bei niedrigen (bei 1 Bullen in 1 Jahr etwa
110 Ejakulate und etwa 1400 befruchtete Kiihe) schon nicht mehr.

Die Zusammenhiinge lassen sich schwer ermitteln, was hauptsichlich
darauf zuriickzufiihren ist, dal} die Skala der Qualifikationsabstufungen ebenso
wie die Abweichungen zwischen den Abstufungen verhiltnismifBig klein sind.
Aus diesem Grunde konnen auch positive und negative Zusammenhinge
vorkommen. Es lohnt sich daher nicht, der Frage, ob der Samen den Wert
5/M oder 4/M zeigt, allzu grolle Bedeutung beizumessen (da ja auch die sub-
jektive Beurteilung eine dmartlge Abweichung verursachen kann). Wenn z. B.
auch ein schlechtcr beurteiltes Ejakulat als die iibliche Qualitit 3/M zur
Anwendung kime und daher unter den zur Befruchtung benutzten Samen
auch die Qualitit 1/M bewertet werden konnte, so wiirde sich die Wirkung
von 5/M von diesem bereits erheblich leichter hewertbar unterscheiden.

In bezug auf die einzelnen Bewer tungsfaktoren sind die Schwankungen
bei den verqchledenen Bullen im allgemeinen geringer als die Sehw‘mkungen
zwischen den Bullen, woraus folgt, dal} es iiberfliissig ist, den Abweichungen
zwischen den Bewertungsfaktoren iibertriebene Bedeutung beizulegen, weil
auch die Feststellung der Grenzwerte geniigt. Es ertibrigt sich, auf diesem
Wege weiterzugehen, " dieses Verfahren noch feiner zu gestalten, weil dies nur
zu einer formalistisch-iduBerlichen Beurteilung des Samens fiihren wiirde.
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HISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN
DER SPERMIOGENESE

Z. POSALAKY

MORPHOLOGISCHE ABTEILUNG, INSTITUT FUR EXPERIMENTELLE MEDIZIN
DER UNGARISCHEN AKADEMIE DER WISSENSCHAFTEN, BUDAPEST

Zusammenfassung

Die Enzymaktivitit der Spermiogenese der Ratte wurde mit histochemi-
schen Methoden untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dall eine Aktivitit der Enzyme,
die in der Glykolyse sowie im Szent-Gyorgyi—Krebs-Zyklus cine Rolle spiclen,
nachweisbar ist. Intensive Aktivitit konnte in den jugendlichen, sog. ruhenden
Spermiozyten und wiihrend der Differenzierung der Spermien in den Sertolischen
Zellen in den desquamierenden Plasmateilen festgestellt werden.

Der Mechanismus und die Stoffwechselverhiltnisse der Spermiogenese
lassen sich nur mit histochemischen Methoden untersuchen. Das Dehydro-
genase-Enzymsystem ist eines derjenigen, fiir deren histochemische Unter-
suchung genugend zuverlissige Methoden in den auf der Reduktion von
Tetrazoliumsalzen l)eruhenden Verfahren zur Verfiigung stehen.

Material und Methode

Unsere Untersuchungen haben wir an Rattenhoden vorgenommen. Die 10—20.
Mikron dicken Schnitte wurden im Kryostaten hergestellt und sogleich teils in Neotetrazol
(NT), teils in MTT nach Pearsk bzw. Nitro-BT enthaltender Lésung inkubiert. Folgende
Enzyme wurden histochemisch untersucht: Sukzinodehydrogenase, TPN-, DPN-Diapho-
rase, Alkohol-, Glykose-6-phosphat-, a-Glyzerophosphat- und Lald.Lt(lehy(lrogenaw [2]

Ergebnisse

Die Entwicklung der Spermien besprechen wir in 8 Stadien [1, 3].

Abb. 1: Rattenhodenkanalabschnitt, mit Himatoxylin-Eosin gefiirbt.
Man sieht vier Keimepithelschichten: Die primiiren, ruhenden, die in sekundirer,
meiotischer Prophase befindlichen Spermiozyten und die Spermiden, die
zwischen den Sertolischen oder Stiitzzellen anwesend sind. Im Verlauf einer
spermiogenetischen Welle wandeln sich die Spermiden zu Spermien um, wobei
sich simtliche Schichten weiterentwickeln. Dies ist somit als der Anfang, als
das erste Stadium der Spermiogenese zu betrachten.

Abb. 2: Sie zeigt (chenfalls in einer H.-E.-Firbung) das folgende, zweite

Stadium der Entwicklung, das sich vom vorigen insofern unterscheidet, als

der Umwandlungsprozel} der Spermiden zu bpumlen begonnen hat. Den
Sertolischen Zellen entsprechend fangen sie an, sich in Gruppm zu ordnen.
Die anderen Schichten bleiben unvcmndcrt. d. h. die priméren Spermiozyten
befinden sich in friher Prophase, die sekundiren Spermiozyten in spiter
Prophase.
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Abb. 3: Drittes Stadium der Spermiogenese (H.-15.), in dem der Kern der
in Biindeln angeordneten Spermiden bereits verlingert ist und die fiir den
Spermiumkopf charakteristische Form anzunehmen beginnt. Die iibrigen
Schichten sind unverindert.

In den besprochenen frithen Entwicklungsstadien zeigen die Sukzino-,
Laktatdehydrogenase und die TPN-Diaphorase entsprechend der Reihe der
primiiren, in frither Prophase befindlichen Spermiozyten eine starke Reaktion.

Abb. 4: Fiir das dritte Stadium charakteristische Sukzinodehydrogenase-
Reaktion (NT), die aber auch fiir die ersten beiden Stadien kennzeichnend ist.
Der Reihe der priméiren, in frither Prophase befindlichen sog. ruhenden
Spermiozyten entsprechend sicht man eine stark positive Reaktion. In diesen
Zellen losen sich infolge des Lipidgehalts die Neotetrazol-Formazan-Kristalle
auf, weshalb die intrazellulire Lokalisation nicht genau untersucht werden
kann. In den in meiotischer Prophase befindlichen sekundiren Spermiozyten
ist keine Reaktion zu sehen. Die Spermiden, deren Umgestaltung begonnen hat,
zeigen feinkornige, aber sich verstirkende Reaktion.

Abb. 5: Laktatdehydrogenase-Reaktion (MTT-Methode). Es ist deutlich
zu sehen, daf} die Reaktion in den primiiren Spermiozyten am stirksten ist,
doch kann man bei diesem Enzym ebenso wie bei der DPN- Diaphorase auch
in den sekundiren Spermiozyten Enzymaktivitit feststellen.

Abb. 6: Ein fiir das vierte Stadium der Entwicklung bezeichnendes Bild
(mit Himatoxylin-Eosin gefirbt). Die in Umwandlung begriffenen Spermiden
beginnen, in Gruppen angeordnet, in die Sertolischen Zellen einzudringen.
In diesem Stadium geht die Reifungsteilung der sekundiiren Spermiozyten vor
sich, als deren Resultat am Ende dieses Stadiums die neue Schicht der Spermi-
den entsteht.

Am Ende des vierten Stadiums treten die primiren Spermiozyten nach
Abschlufy der Reifungsteilungen in das Spétstadium der meiotischen Prophase.
Zu gleicher Zeit hort die am Basalabschnitt bisher festgestellte starke Enzym-
aktivitit auf, die sich indessen zum gleichen Zeitpunkt im Plasma der in
Umwandlung befindlichen Spermiden zu verstirken beginnt.

Im vierten Stadium nimmt die Intensitit der Sukzinodehydrogenase-
Reaktion am basalen Abschnitt ab, in den sich umwandelnden Spermiden
dagegen zu. Dasselbe sieht man bei der TPN-Diaphorase, a-Glyzerophosphat-
und Lal\tatdehvdl ogenase.

Abb. 7: Fiinftes Stadium der Entwicklung der Spermien (H.-E.), i
dem die Qspermlen in die Sertolischen Zellen e1n7udr1ngcn beginnen, sich dxe
Schicht der neuen Spermiden bildet, und auch die neue Schicht “der sekundiiren
Spermiozyten entsteht.

Abb. 8: Sechstes Stadium (H.-E.), wo die Spermien in der Tiefe der Sertoli-
schen Zellen anzutreffen sind. Zu diesem Zeitpunkt teilen sich die Spermatogo-
nien und bringen die neue Schicht der primiren Spermiozyten zustande.

Vom fiinften Stadium an verstirkt sich in den abgelosten Plasmateilen
die Aktivitit simtlicher Enzyme.

Abb. 9: Fiir das sechste Entwicklungsstadium bezeichnende a-Glyzero-
phosphat-Reaktion, MTT-Methode. Die Reaktion ist dem Mittelstiick des
entstehenden Spermiums entsprechend stark.

Abb. 10: Achtes Stadium, in dem sich die vollentwickelten Spermien
bereits aus den Sertolischen Zellen zuriickgezogen haben und gerade zum
Lumen hin desquamieren. Hiimatoxylin-Eosinfirbung. Man sieht wieder die
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primiren und sekundiren Spermiozyten und die Spermidenschicht. Der in
der Abbildung sichtbare andere Kanal veranschaulicht bereits das erste Sta-
dium nach Ablésung der Spermien, den Beginn der neuen spermiogenetischen
Welle.

Bis zum achten Stadium nimmt die Aktivitit fast aller Enzyme in den
desquamierenden Plasmateilen zu.

Abb. 1—6. Erklirung im Text

Abb. 11: Dem siebenten bzw. achten Stadium entsprechende Laktat-
dehydrogenase-Reaktion, MTT-Methode. Zwischen den Spermien, in den
desquamierten Plasmateilen, ist die Enzymaktivitiit sehr stark, im Mittel-
stiick des Spermiums hingegen sehr schwach.

In den Mitochondrien des Mittelstiicks der entstehenden Spermien ist
bereits vom sechsten Stadium an stindig zunehmende DPN-Diaphorase-,
Alkohol- und a-Glyzerophosphatdehydrogenase-Aktivitiit festzustellen.



In den interstitiellen Zellen zeigten siimtliche untersuchten Enzyme
intensive Reaktion.

Besprechung

Da wir die biochemische Rolle der untersuchten Enzyme kennen, geben
die Resultate eine gewisse Auskunft {iber die Intensitiit der in der Spermlo-
genese vor sich gehenden Stoffwechselprozesse, so iiber die Funktion des Szent-

Abb. 7—11. Erklirung im Text

Gyorgyi—Krebs-Zyklus (Sukzinodehydrogenase), des Pentose-Zyklus (Glykose-
6- phosphatdehydrogenase) und der Glykolyse (a- G1V7er0phosphat- Alkohol-
und L(thatdehvdrogenase) Daneben gibt die Untersuchung der TPN- und
DPN-Diaphorase im allgemeinen Aufklirung iiber die Aktivitit der mit
TPN und DPN funktionierenden Dehy drogenasen.
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Wie die Ergebnisse zeigten, ist die intensive Aktivitit der erwihnten
Zyklen im Verlauf der Spermiogenese an zwei Stellen anzutreffen: Erstens zu
Beginn des spermiogenetischen Prozesses, in der Schicht der jungen Spermio-
zyten, was iiberrascht, weil diese bisher fiir ruhende Spermiozyten gehalten
wurden. Es scheint indessen, dafl} in diesen Zellen sehr lebhafte Stoffwechsel-
titigkeit stattfindet. Wahrscheinlich gehen in diesen Zellen die energiebean-
spruchenden Prozesse vor sich, welche die meiotischen Reifungsteilungen
vorbereiten. Die starke Aktivitit der drei Zyklen finden wir anderseits auch
am Ende des spermiogenetischen Prozesses, im sog. Reifungsstadium der
Spermien, wenn die Spermien in die Sertolischen Zellen eindringen und dort
die Differenzierung des Kopfes und Mittelstiickes zum Abschlufll kommt,
wonach sie die Sertolischen Zellen verlassen. Im Zusammenhang mit dieser
starken Aktivitit fillt noch auf, daf} sie auch im sog. iiberfliissigen, desquamier-
ten Plasmateil der Spermien solange anzutreffen ist, bis die Spermien im Kanal-
lumen verschwinden. Daraus schlieflen wir, daf} diese Plasmateile eine wichtige
Rolle in den erwihnten Reifungsprozessen spielen.

In den Mitochondrien der entstandenen Spermien verstirkt sich die
Aktivitiat der Enzyme, welche die glykolytischen Prozesse katalysieren (Alko-
hol- und a-Glyzerophosphatdehydrogenase).
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BEMERKUNGEN UBER HISTOCHEMISCHE
UND HORMONALE FRAGEN DER SPERMIOGENESE

T. Ruéki

I. KLINIK FUR GEBURTS- UND FRAUENHEILKUNDE, MEDIZINISCHE AKADEMIE, POZNAN
UND INSTITUT FUR HISTOLOGIE UND EMBRYOLOGIE, MEDIZINISCHE AKADEMIE, POZNAN

Zusammenfassung

Verf. untersuchte das Verhalten des Keimepithels und der Leydigschen
Zellen des menschlichen embryonalen und postembryonalen Hodens mit histo-
chemischen Methoden. Die Resultate ergaben, dall die Leydigschen Zellen die
grofite Aktivitdt zwischen den 14. und 22. Schwangerschaftswochen aufwiesen.
Das Keimepithel enthilt Glykogen bereits um die 18. Schwangerschaftswoche;
postembryonal ist es reichlich in den genetischen und Sertolischen Zellen zu
finden. Schlielich befalt sich Verf. mit den sog. Farnkristallen und den Andro-
und Gynospermien sowie deren Bedeutung.

Im Anschluf} an den Vortrag von Herrn Dr. Pésaraky (Histochemische
Untersuchungen der Spermiogenese) mochte ich unsere Untersuchungen
mitteilen, die sich mit histochemischen Fragen beim menschlichen Hoden
im Verlauf seiner Histogenese beschiiftigten. Es wurden von uns alle Stadien
des sich entwickelnden Hodens untersucht und zwar der embryonale, der
postnatale sowie der im Wachstum begriffene Hoden. (Die Untersuchungen
wurden unter Leitung des Herrn Prof. Dr. K. MieTkIEWSKI und unter Mit-
arbeit von Dr. Cymers, Rucki, Warczax durchgefiihrt.) Uns interessierten
besonders zwei Probleme:

1. Fragen der embryonalen und postembryonalen Entwicklung der
Leydigschen Zwischenzellen unter Beriicksichtigung ausgewiihlter histo-
chemischer Methoden.

2. Fragen histochemischer Verinderungen im Keimepithel des embryo-
nalen und postembryonalen Hodens einschlieBlich bis zum Zeitpunkt seiner
Reife.

Besonders mochten wir auf die deutliche Vermehrung und verstirkte
Aktivitat der Leydigschen Zwischenzellen zwischen den 14. und 22. Schwanger-
schaftswochen hinweisen. In diesem Zeitabschnitt stellten wir im Zytoplasma
dieser Zellen die Anwesenheit von Cholesterinverbindungen (LIEBERMANN-
ScHULTZ), von 1-Askorbinsiiure, von Mukopolysacchariden, von Phospholipiden
(R. nach SmitH— D1rTrICH) fest. Alle Reaktionen fielen am deutlichsten in
der Golgi-Zone aus. Der positive Ausfall dieser Reaktionen weist wohl darauf
hin, daf} diese Substanzen bei der Hormonsynthese im embryonalen Hoden
beteiligt sind. Es ist bemerkenswert, dal} genau die gleichen histochemischen
Reaktionen in den sich neu entwickelnden Leydigschen Zwischenzellen vor
der eigentlichen Geschlechtsreife im postembryonalen Leben auftreten.

Dieser iiberaus deutliche Funktionszustand der Leydigschen Zellen
zwischen den ungefihr 14. —22. Schwangerschaftswochen kann wohl mit einem
erhohten Bedarf an androgenen Substanzen der sich differenzierenden Urniere
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verkniipft sein und mit der Tatsache, dal} in diesem Zeitpunkt eine weitere
Entwicklung der Miillerschen Ginge gehemmt wird. Bekanntlich tiberwiegt
die Memung, daB trotz der typischen \\UI\ung des vom embryonalen Hoden
produzierten Hormons dieser Wirkstoff nicht mit dem vom reifen Hoden
identisch ist.

Im Keimepithel des embryonalen Hodens stellten wir schon um die
18. gchwangelﬂlmftxwo( he mit Hilfe der PAS-Reaktion und der Reaktion
nach Brst Glykogen in den Spermatogonien fest. Reichlich Glykogen
enthielten aulerdem die Sertolischen Stiitzzellen.

Wir glauben, dali das in diesem Zeitpunkt reichlich vorhandene Glykogen
als Energiequelle fiir weitere morphogenetische und zytogenetische Ent-
wicklungsprozesse im Hoden anzusehen ist.

Abb. 1. Andro- und Gynospermien

Wiihrend der postembryonalen Entwicklung des Hodens weisen wir
auf reichliches Glykogen-Vorkommen in Spermatogonien, Spermatozyten und
Sertolischen Zellen sowie auf das frei in der Lichtung der Tubuli liegende
Glykogen kurz vor der Spcrmir)rrcneso hin.

Wir stellten Glykogen im Zytoplasma und in den Kernen der Spermato-
zyten fest. Im Verlauf “der Spermienreifung kommt es zu einer positiven
Reaktion auf Mukopolysacchariden in der Gegend des kiinftigen Acrosoms.
Hochstwahrscheinlich ermoglichen oder erleichtern diese Mukopolysacchariden
den Kontakt der eben ausreifenden Spermien mit dem Zytoplasma der Sertoli-
schen Zellen.
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Im Verlauf der postembryonalen Hodenreifung stellten wir zahlreiche
ins Lumen der Samenkanilchen abschilfernde Spermatozyten mit hiufigen
Endomotosen fest.

Nach den Untersuchungen von Mrerkiewskr [1] liefern die zahlreichen
abschilfernden Spermatozyten nach ihrem Zerfall im Lumen der Neben-
hodenkaniilchen Spermien an Nukleoproteiden reiche Stoffe und regen die
Epithelzellen des Nebenhodens zur sekretorischen Titigkeit an.

Ein anderes Problem, das mit der Spermiogenese zusammenhingt, ist
die Rolle der Hormone. Manche Autoren (MADDOCK und NELSON) neigen heute
zu der Annahme, dal} die Ostrogene eine auflerordentlich groBe Rolle in dem
Regulationsprinzip Hypophyse-Gonade spielen. Die Wirkung und auch die
Ostrogenbildung im Hoden ist noch nicht ganz geklirt.

Bei der Frau kommt es im Verlauf des Zyklus zur Zeit der Ovulation,
also zur Zeit der Hohe der Ostrogenausscheidung, zur Bildung der sog. Farn-
kristalle im Zervixschleim. Eine ganz ihnliche Kristallisation haben wir in
der Spermafliissigkeit festgestellt. Da wir zu diesen Untersuchungen den
Rest der Spermafliissigkeit durch Exprimieren des Penis entnommen haben,
kann man annehmen, daf} sie hauptsichlich aus den Cowperschen Driisen
und der Prostata stammt. (Die Kristallisation kommt aber nicht immer vor.)
Gibt es also auch in diesen Driisen, ihnlich wie bei der Frau in der Zervix,
zyklische Verinderungen? Im Lichte dieser Beobachtungen wire auch viel-
leicht das umstrittene sog. Klimax virile moglich.

) Das Vorkommen der Farnkristalle konnte auch durch eine relative
Ostrogenausscheidung veranlaBt sein. Andere Bestandteile der Spermafliissig-
keit konnen vielleicht die Kristallisation hemmen.

Die zyklischen Schwankungen kénnen auch vielleicht an der Heranrei-
fung der Spermien teilnehmen. Bei manchen Minnern gibt es bekanntlich nur
sog. Androspermien. Zum Nachweis der Gyno- und Androspermien haben
wir die Methode der Mikroaufnahmen im Fasokontrast benutzt (SHETTLES;
Abb. 1). Spermaausstrich wird ausgetrocknet und nicht gefirbt. Die Gyno-
spermien haben im Kopf ein Stibchen, die Androspermien nur einen Punkt.

Dies sind aber nur Hypothesen und miissen in weiteren Untersuchungen
bestiitigt werden.
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BEWEGUNGSVERHALTNISSE
DER SPERMIEN AUS SPERMATOZELEN

J. MOLNAR

UROLOGISCHE KLINIK, MEDIZINISCHE UNIVERSITAT, BUDAPEST

Zusammenfassung

Die aus den Hoden stammenden Spermien haben in Hinsicht der Struktur
und Motilitdat auller der wissenschaftlichen auch eine praktische Bedeutung
(Anastomose des D. Deferens im Hoden, Nebenhoden). Hodenspermien kann man
auf verschiedene Wege gewinnen, doch ist die Zahl der durch Punktion, Biopsie
ausgesaugten Spermien dullerst gering. Viel mehr Spermien sind aus Spermatozelen
zu erhalten, wobei der Inhalt auch ein mehr physiologisches Untersuchungsmilieu
bedeutet.

Spermatozelen sind selten anzutreffen, da sie den Patienten keine Beschwer-
den verursachen. Meist sind sie érztliche Nebenbefunde. In 16 Féllen konnten wir
eine Aspiration des Inhaltes vornehmen und die Flissigkeit untersuchen. 509, der
Spermien zeigten eine Bewegung, doch von verminderter Intensitit. Die Energie-
quelle der Motilitdt war Dextrose, dessen Werte eine ziemliche Schwankung auf-
wiesen. Fruktose war in dem Inhalt nicht vorhanden. Der Teilausfall der Bewegung
im gleichen Milieu deutet aber mehr auf die Lédiertheit der Spermien. Elektronen-
mikroskopische Untersuchungen wurden auch unternommen. Einige Daten zeigen
auf eine Verminderung der Spermienresistenz. Das Befruchtungsvermogen der
Hodenspermien ist vermindert — das haben Tierversuche bewiesen, trotzdem
kam es bei einer Spermatozelen-Deferens-Anastomose zur Graviditit. Zum Stu-
dium der Hodenspermien wollen wir auch in der Zukunft Spermatozeleinhalt
verwenden.

Die Struktur, Bewegungsfihigkeit und Fertilitit der aus dem Hoden
stammenden Spermien ist wiederholt untersucht worden. Die Resultate
gestatten es jedoch kaum, daf} wir uns eine klare Meinung bilden.

Die Schwierigkeit besteht vor allem darin, daf} es umstindlich ist, sich
menschliche Hodenspermien zu verschaffen. Die technisch einfachen Tier-
untersuchungen bieten keine adiquate Hilfe, weil die menschlichen Samen-
zellen ein ganz anderes biologisches Gewicht, einen anderen Wert besitzen.

Zur Gewinnung menschlicher Hodenspermien bieten sich mehrere
Méglichkeiten:

1. Aus frischen — moglichst von Unfillen stammenden — Leichen
entnommene Hoden bzw. Ncbcnhodenkopfe Die sich zuféllig ergebende
Gelegenheit wird noch dadurch beeintrichtigt, dall es nétig ist, die Hoden

nach dem Tode sobald als moglich priiparieren zu kénnen, bevor noch post
mortem Verinderungen in den Spermien zustande kommen.

2. Aus den mit Hodenbiopsie entnommenen Parenchymstiickchen lif3t
sich der Inhalt der Tubuluslumina herausspiilen, wodurch jedoch sehr wenige
Samenzellen gewonnen werden.

3. Durch Hodenpunktion lassen sich zwar Spermien heraussaugen, aber
deren Zahl ist gleichfalls auflerordentlich gering, gegebenenfalls sind sie auch

93



ladiert, so dal} sie sich zur Durchfithrung von Untersuchungen praktisch
kaum eignen.

4. Dasselbe gilt fiir die aus dem Nebenhodenkopf durch Aspiration
gewonnenen Samenzellen, obgleich man auf diese Weise mehr Spermien gewinnt.
Dieses Verfahren ist mit der Gefahr verkniipft, dafl nach der Punktion feine
Narben auftreten, die den einfachen Nebenhodenkanal verschliellen. Nach
bilateralem Eingriff kann demnach sogar Aspermie zustande kommen.

Die besten Moglichkeiten bietet somit der post mortem gewonnene Hoden-
extrakt. DoeprMER [1, 2] erzielte auf diese Weise 3 Millionen Spermien je ml
pro 1 g Hodengewebe.

Die Untersuchung der Hodenspermien ist vor allem in wissenschaftlicher
Beziehung wichtig. Ein Vergleich der KEjakulat- mit den Hodenspermien
gestattet in erster Linie die Beantwortung der Frage, inwieweit die Eigen-
schaften der Spermien durch den Aufenthalt im langen Nebenhodenkanal
verindert werden. Vielleicht konnte man auf diesem Wege die auch heute
noch nicht gekliirte Rolle des Nebenhodens, den sog. Reifungsprozel3, erhellen.

Hauptsiichlich in Tierversuchen hat man festgestellt [3, 8], dal} die
Spermien iiber ein um so stirkeres Zeugungsvermogen verfiigen, je weiter
sie vom Hoden gelangt sind. Laut Muxro [8] wurden Eizellen von Hahn-
spermien aus dem Hoden in 0,789, der Fiille, aus dem Nebenhoden zu 3,57%
und aus dem Samenleiter zu 63,2% befruchtet. Kxavs [5] und Laxz [4]
vermochten mit den aus dem Nebenhodenkopf von Tieren entnommenen
Spermien in keinem Fall Zeugung herbeizufiihren, selbst dann nicht, wenn
sie die Spermien im Kopf (durch Unterbindung des ableitenden Samenstrangs)
zu monatelanger Stase zwangen.

Aus dieser und anderen ihnlichen Beobachtungen folgt, daf} — zumindest
hinsichtlich der Zeugungsfihigkeit — zwischen den Spermien des Hodens und
Ejakulates ein Unterschied besteht. Demgegeniiber stimmen die aus dem Neben-
hodenschwanz stammenden Spermien in quantitativer und qualitativer
Beziehung mit den entsprechenden Eigenschaften der Samenzellen des Eja-
kulats iiberein.

Wir haben versucht, die Untersuchung der Hodenspermien auf andere
Weise zu verwirklichen. Diese Moglichkeit boten die Spermatozelen.

Die Spermatozele wird selten vom Arzt beobachtet. Es handelt sich um
neben einem Hoden, in der Regel dariiber gelegene pfefferkorn- bis faustgrofle,
meist jedochhodengrofie Gebilde, die keine Beschwerden verursachen, und mitun-
terist der Kranke sogar stolz darauf, einensdritten Hoden« zu haben. Teils aus
diesem Grunde, teils wegen der Beschwerdefreiheit willigen die Kranken nicht
ein, dafl man sich damit befal3t oder den Inhalt punktiert. So bietet sich recht
selten die Gelegenheit, den Inhalt zu untersuchen, und darauf beruht es, dal}
in den letzten 10 Jahren lediglich 16 unserer Kranken die Korrektion der
Spermatozele verlangt haben, die durch Absaugung des Inhalts geschah.
Als eine endgiiltige therapeutische Losung ist das natiirlich nicht zu betrachten,
aber die Kranken haben nur hierzu ihre Zustimmung gegeben. Zweimal ist
auch die Wiederauffiillung der Spermatozele vorgekommen.

Es soll hier nicht auf die pathologische Anatomie der Spermatozele
eingegangen, sondern nur darauf hingewiesen werden, dal} efferente Hoden-
Tubuli in dieses zystenartige Gebilde miinden und stiindig ihre Spermien hier
ablagern. Die Samenzellen gelangen demnach aus dem Hoden direkt in diese
eigentlich physiologische Umgebung, so dal} sich unseres Erachtens eine ideale
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Méglichkeit zum Studium der Hodenspermien ergibt. Mit diesem Medium haben
wir noch weitere Absichten; jetzt sollen nur einige Angaben herausgegriffen
werden, die bei der Klirung der Bewegungsfiihigkeit der Spermien verwertet
werden konnen.

Das »Spermaplasmaq ist in diesem Fall der transsudatartige Inhalt der
Zysten. Auler dem prozentualen Eiweilijgehalt interessierten uns jetzt vor
allem die Substanzen, welche die Bewegungsenergle ergeben, die Kohlenhydrate.

Fruktose-Bestimmungen haben wir wiederholt durchgefuhrt doch fielen
die Resultate erwartungsgemiil} negativ aus, was verstindlich ist, da ja die
Zystenepithelien oder die Spermien selber keine Fruktose produZIeren

Als interessant haben sich die Dextrosespiegel erwiesen, die in der Zu-
sammenstellung zugleich mit dem Prozentsatz der beweglichen Spermien
angefiihrt sind (Tab. 1).

Tabelle 1
| v
b;l:)e | L‘f;t:;;: \?)‘:!"I!/‘l)?:v:%eil) Bemerkung
1 83 | 40—50
2 20 50
3 Spuren ‘ 10—20
4 140
5 120 ‘ o 81 J., viele
Spermien !
6 180 ‘ 50
7 150 @
8 | 83 70
9 21 10—15
10 ! 60 | 50— 60
11 ‘ 26 10
12 L 204 1
13 | 107 L 15—20
14 14 20
15 2 (1) 15— 20
16 %) %] Vi
Spermium: @ !

Durchschnittswert : 80,5 mg%,

Der Dextrosegehalt lag also nur in 6 Fillen dem Blutserumspiegel nahe.
Der Durchschnittswert betrug 80,5 mgY%,

Wir versuchten, einen Zusammenhang zwischen dem Bewegungsprozent-
satz und dem Dextrosegehalt zu ermitteln, was aber leider nicht gelang. Bei
hohem Glukosespiegel (Fille 6, 12) variierte die Zahl der beweglichen Formen
zwischen 1—509,, bei Mittelwerten (Fille 1, 4, 5, 7, 8 und 13) zwischen 0 und
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509%,, bei niedrigem Niveau (Fille 2,3,9,10, 11, 14, 15und 16) zwischen 0 und
60Y,. Diese Ergebnisse sind einstweilen als nichtssagend zu betrachten, weil
sie keine Aufklirung iiber das Ausmali des Dextroseabbaus, der Eindickung,
der aktiven Sekretion geben (was in Ermanglung entsprechender Zellen ja auch
schwer vorstellbar ist).

Etwas aber beweisen sie doch — das iibrigens bekannt ist —, dali niimlich
die Hodenspermien sich bewegen kionnen. Allerdings bleibt ihre Motilitat quali-
tativ weit hinter der der Ejakulatspermien zuriick, sie bewegen sich kaum
vorwiirts, in anderen Fillen winden sie sich nur. Da wir jedoch auch 50—709%,-
ige Werte angetroffen haben, kann kein Zweifel bestehen, daf} diese Zellen zur
Bewegung fihig sind und sich in entsprechender Umgebung auch bewegen.
Leider haben wir noch nicht versuchen kénnen, eine Steigerung der Bewegung
unter Anwendung des Doepfmerschen isotonischen Ammoniumchlorid-Ver-
fahrens auszulosen, weil wir die Methode erst unlingst kennenlernten.

Wieder ergibt sich indessen die Frage, warum die anderen Spermien
unbeweglich bleiben, wenn sich ein gewisser Prozentsatz der Spermien im
Spermatozeleninhalt bewegt. Die Umgebung ist die gleiche, die Bedingungen
stimmen iiberein. Offensichtlich beruht der Fehler auf der Struktur der Sper-
mien. In gefirbten Priparaten sieht man indessen grifitenteils einwandfrei
erscheinende Spermien. Die Zahl der pathologischen Formen hat zwar zuge-
nommen, sie betrigt im allgemeinen 40-—50%,, und unter ihnen dominieren
die Kopfverinderungen. Auch Anisospermie ist zu beobachten. Am auffal-
lendsten schien uns die Verminderung des Plasmaabschnitts der Kopfe. Wenn
wir auch biometrische Messungen nicht vorgenommen haben, trat diese Ver-
inderung doch deutlich zutage, d.h. nicht der an und fiir sich intensiv gefiirbte
Kern war vergroBert. Sehr gleichmifiig entwickelt waren die Schwiinze. Sper-
matiden und Spermatozyten waren hier und da anwesend.

Um die feineren Einzelheiten feststellen zu konnen, haben wir ein Pra-
parat (Fall Nr. 14) elektronenmikroskopisch untersucht. Die Untersuchung
ist noch im Gange, hier wollen wir nur einige Ubersichtsbilder zeigen (Abb. 1).

Den nicht vollwertigcen Zustand der Hodenspermien wollen wir auch
mit einigen biologischen Angaben beweisen. Die Bewegung hort ziemlich rasch
auf; in einigen Fillen ist die Bewegung der urspriinglich beweglichen Spermien
nach 2 Stunden zum Stillstand gekommen. Als die Zelenfliissigkeit 24 Stunden
im Eisschrank aufbewahrt wurde, fanden wir nach der Erwirmung keine
Samenzellen, die sich wieder bewegten. Aus diesen Befunden kénnte man auch
schlieflen, daf} die Resistenz dieser Spermien geringer ist als die der Samenzellen
des Ejakulats.

Auf die Zeugungsfiithigkeit der Hodenspermien deutet demgegeniiber
einer unserer interessanten Operationsfille.

Bei einem 34jihrigen Mann planten wir wegen Aspermie, die unserer Meinung
nach auf VerschluB beruhte, die Herstellung einer Vaso- Epididymo-Anastomose. Uber
beiden Hoden war ein fingerbeergroBer Knoten tastbar, der als Spermatozele imponierte.
Bei der ErschlieBung stellte sich heraus, daB eine angeborene Stenose zwischen Kopf
urd Korper anwesend war. Bei dem Kranken fanden wir auch andere Entwicklungs-
anomalien, so z. B. polyzystische Nieren.

Da sich die Diagnose der Spermatozele als richtig erwies und ihr aspirierter Inhalt
— zwar unbewegliche — Spermien enthielt, lieBen wir den Deferens-Stumpf hiereinmiinden
(Basics), d. h. es wurde eine Spermatozelen-Deferens-Anastomose hergestellt. Nach unge-
storter Wundheilung wurde im 3., 6. und 12. Monat eine Spermauntersuchung vorgenommen,
die stets ein aspermisches Bild ergab. Nach 2 Jahren brachte die Ehefrau des Patienten
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Abb. 1. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Spermien aus einer Spermatozele
(teils pathologische Formen)
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ein Kind zur Welt, und nach weiteren 3 Jahren kam er schliefflich mit seinem Kind
nach Budapest und. willigte in die Kontrolluntersuchung ein. Wir fanden im Ejakulat
Spermien, die sich aber nicht bewegten.

Natiirlich kann man in der Frage der Vaterschaft skeptisch sein, aber Tatsache ist,
daBl die Passage wiederhergestellt war. Moglicherweise haben sich die Spermien zur Zeit
der Empfangnis bewegt was wir jedoch — ebensowenig wie das Gegenteil — nicht direkt
zu beweisen vermogen.

Im iibrigen teilen wir durchaus die Auffassung, daB keine Transplantation in den
Hoden vorgenommen werden soll, weil schlechte Ergebnisse zustande kommen, selbst
wenn die Rekanalisation wiederhergestellt wird. Tatsdchlich haben wir seit 10 Jahren
keine Hoden-Deferens-Anastomose ausgefiihrt.

Mit der Beschreibung dieses Falles sollte dargelegt werden, dal} die
Hodenspermien, wenn sie sich mit dem prostato-vesikuliren Sekret vereinigen,
ungeachtet ihrer Minderwertigkeit anscheinend imstande sind, Zeugung
herbeizufiihren.

Zusammenfassend darf festgestellt werden, dal} die Hodenspermien
bewegungsfiahig sind. Das ist bekannt ebenso wie die Tatsache, dal} sie auch
in Ermanglung von Fruktose mit Dextrose zur Bewegung veranlafit werden
konnen.

Obgleich der Dextrosespiegel in den Spermatozelen mitunter hoch ist,
machen die beweglichen Formen nur etwa die Hilfte der dort anzutreffenden
Spermien aus. Daraus darf geschlossen werden, daf} der Fehler in der Struktur
der Spermien liegt. Selbst die beweglichen Hodenspermien sind nicht als voll-
wertig zu betrachten, weil sie — wahrscheinlich strukturell — vielmehr aber
biologisch Differenzen aufweisen. Weitere Untersuchungen zur Klarstellung
der Unterschiede zwischen den Hoden- und Ejakulatspermien haben wir ein-
geleitet, wobei wir auch fernerhin aus Spermatozelen stammende Samen-
zellen zu verwenden beabsichtigen.
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ZUR FRAGE DER MISSERFOLGE
BEI HOMOLOGEN SAMENUBERTRAGUNGEN

R. DoEPFMER

UNIVERSITATS-HAUTKLINIK, BONN

Zusammenfassung

10—209, aller sterilen Ehen sind durch die Subfertilitdt beider
Ehepartner bedingt. In diesen Féllen kann eine Subfertilitiit nicht durch
eine hohe Fertilitit des anderen Ehepartners ausgeglichen werden. Gerade
bei diesen Patienten sollte nach Aufklirung tiber das Konzeptionsoptimum und
nach einer Behandlung ohne Erfolg untersucht werden, ob die Indikation fiir eine
homologe Sameniibertragung gegeben ist. In der Arbeit wurden eingehend die
Indikationen und Kontraindikationen zur homologen Samentibertragung dar-
gestellt. Die bisherigen Befruchtungsergebnisse bei homologen Sameniibertragun-
gen betragen im Gegensatz zu denen bei heterologen (60—90%) nach den bishe-
rigen Erfahrungen nur 109, (bis hochstens 309%;).

Die MiBerfolge bei homo]ogcn Sameniibertragungen kénnen durch Schidi-
gungen in den Spermien selbst, aber auch durch schiidigende, bis heute noch wenig
erforschte Substanzen im Spermaliquor bedingt sein. Bei bestimmten Verdnderun-
gen, der Spermien und des Spermaliquors soll die Indikation, zur kiinstlichen Samen-
Ubertragung mit grofiter Vorsicht gestellt werden.

Den zahlreichen, fordernden Eigenschaften des Spermaliquors stehen hem-
mende Eigenschaften (anorganische und organische toxische Substanzen, bakte-
rielle Verunreinigungen und ganz besonders antigenwirkende Substanzen) gegen-
tiber. In eigenen Untersuchungen wurde nachgewiesen, dall durch Trennung der
Spermien vom Spermaliquor nach dem Zentrifugieren und Auswaschen mit einer
stimulierenden Losung die Qualitét und Quantitdt der Motilitét nicht wesentlich
beeintriachtigt werden.

Die Quantitat der Motilitdt sinkt bei 10 Minuten langer Zentrifugation
mit 1000 Umdrehungen in der Minute nur um 5—109%, ab; die Qualitdt der Moti-
litét zeigte bei dieser Mafinahme keine wesentliche Vi eriinder ung. Bei wiederholten
erfolglosen_homologen Sameniibertragungen und ganz besonders beim Nachweis
von Spermienagglutinationen im Ejakulat sollte versucht werden, den Spermien-
liquor von den Spermien zu trennen.

Nach den Erfahrungen der Weltliteratur sind sterile Ehen durch Ursachen
bei der Frau in 40—509%,, beim Mann in 30—40%, und bei beiden Ehepartnern
in 10—20Y%, der Beobachtungen bedingt. Eine Subfertilitit beider Ehepartner
fihrt ohne Zweifel 6fters als bisher angenommen zu einer sterilen Ehe. In

manchen Ehen kann eine Subfertilitit eines Khepartners oder einer Ehepart-
nerin durch eine hohe Fertilitit des anderen Partners nicht ausgeglichen werden.

Unter den Patienten, die die Fertilititssprechstunde aufsuchen, finden
wir am hiufigsten Verinderungen mit Oligo-Astheno- Teratospermlen im
Spermiogramm. Bei diesem Zustand sind infolge einer Tubulusschidigung
die Zahl vermindert, die Quantitit und Qualitit der Motilitit herabgesetzt,
die pathologisch geformten Spermien und die Zellen der Samenreifungsreihe
deutlich vermehrt.
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Eine sichere Therapie der Oligo-Astheno-Teratospermie als Ausdruck
eines primiren Hodenschadens kennen wir bis heute nicht. Aus diesem Grunde
empfiehlt es sich, die Patienten iiber das Konzeptionsoptimum aufzukliren
und der Ehefrau das listige Messen der Basaltemperatur zuzumuten.

Die Indikationen zur homologen Sameniibertragung

Von verschiedenen Autoren werden die Indikationen zu einer homologen
Sameniibertragung sehr verschieden gestellt (Literatur hei [20]). Bei mehr
oder minder hochgradigen Verinderungen des Ejakulats werden im Hinblick
auf mogliche Schiden der Kinder Inseminationen iiberhaupt nicht versucht.
Wir glauben, daf} bei pathologischen Verdinderungen der Spermien oder des
Spermaliquors vielfach Letalfaktoren vorhanden sind, durch die gliicklicher-
weise eine Konzeption verhindert wird.

Im Folgenden haben wir die Indikationen zu homologen Sameniilier-
tragungen aufgegliedert und nach Stérungen bei der Frau, beim Manne und
bei beiden Ehepartnern aufgefiihrt.

1. Bei der Frau

a) Funktionelle und psychogen bedingte Storungen (Tubenspasmen,
Dyspareunie, Frigiditit).

h) Anatomisch-mechanische Hindernisse:

In der Vagina (Atresie, Stenose, abnorme Enge oder Linge).

In der Zervix (Stenose, abnorme Linge).

Im Uterus (extreme Lageanomalien).

Spermareflux (bei Anomalien der Vagina, nach Dammrissen).

¢) Veriinderungen des Zervixsekretes (Hypo- oder Hypersekretion,
pH-Verschiebungen, bakterielle Besiedlung, chronisch-entziindliche Verinde-
rungen).

d) Millbildungen oder Hypoplasie des Genitalapparats.

2. Beim Manne

@) Kjaculatio praecox,

b) Impotentia coeundi.

Funktionell oder psychogen bedingte Storungen. Innere Krankheiten
(Hypotonie, Hypertonie, Hypophvsenkrankheiten, Hypothyreose oder Hyper-
thyreose, Diabetes mellitus, Nebennierenunterfunktionen, Leberkrankheiten,
Animien). Nerval bedingte Schidigungen des Erektionszentrums (Querschnitts-
lihmungen, multiple Sklerose, Tabes dorsalis). Krankheiten im Bereich des
Penis (Induratio penis plastica, posttraumatische Verinderungen, Tumoren).

¢) Anatomisch-mechanische Hindernigse:

Mi(ibildungen (Penismangel, hochgradige Penishypoplasie, Epispadie,
Hypospadia scrotalis). Penis permagnus, grolle Hernien. Hochgradige Adi-
positas.

d) Aspermatismus bei normaler Spermiogenese:

Psychogen bedingter Aspermatismus. Bei nervalen Storungen (Quer-
schnittslihmungen, Nervenkrankheiten). Retrograde Ejakulation in die Blase
(Prostatektomien, Strikturen der Urethra, Mifbildungen in der Prostata,
Urethradivertikel, postinfektiose, narbige Folgezustinde). Retrograde Ejakula-
tion bei Urethrorektalfistel in den Mastdarm.
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e) Aspermie Lei normaler Spermiogenese:

Funktionelle Aspermie (WreYENETH [28]) oder Aspermie infolge Ver-
schlusses der samenabfiithrenden Wege durch Traumen, postinfektiose Folge-
zustinde oder Mifibildungen.

f) Pathologische Verinderungen des Ejakulates:

Oligospermie (relative Oligospermie bei Multisemie, Stenose der samen
abfithrenden Wege). Asthenospermie. Teratospermie. Oligo-Astheno-Terato-
spermie leichten Grades. Spermienagglutinationen.

¢) Pathologische Zusammenscetzung des Spermaliquors:

Krankheiten oder Mifibildungen der akzessorischen Geschlechtsorgane.
Spermienagglutinine, Afermentie, verminderte Fruktose, Parvisemie.

h) Sameniibertragungen des normalen, konservierten, meist tiefgefro-
renen Samens (insémination & grande distance, indication de guerre)

3. Bei beiden Ehepartnern

a) Die hiufige Subfertilitit beider Partner (Genitalhypoplasie der
Ehefrau und geringgradige Oligo-Astheno-Teratospermie des Ehemannes).

b) Psychische Abwegigkeiten beider Partner.

¢) Sog. biologische Sterilitiit der Ehe bei klinisch, spermatologisch und
hormonal gesunden Partnern (Spermaimmunitiit).

Die oben aufgefiihrten Indikationen sind sehr weit gefalit. Einzelheiten
zur Voraussetzung der Spermiengewinnung wie z. B. bei einer Aspermie durch
einen operativen Eingriff oder bei einem Aspermatismus durch den elektro-
physikalischen Ejakulationstest konnen in dem Handbuch »Fertilititsstorun-
gen beim Manne« nachgelesen werden.

Die Gegenindikationen zur homologen Sameniibertragung

Gegenindikationen zu einer kiinstlichen homologen Sameniibertragung
sind vielfach umstritten, da bis heute noch sehr wenige Erfahrungen gesammelt
werden konnten und katamnestische Untersuchungen an Kindern, die durch
homologe Sameniibertragungen gezeugt wurden, nicht vorliegen. Im Folgenden
haben wir einige Gegenindikationen 7usammcngestellt

1. Mamfeste } rbkrankheiten, Endokrinopathien oder multiple Mil3-
bildungen.

2. Verwandtenehen mit erblicher Belastung, wenn sich auch vielfach
Erbprognosen als falsch erweisen.

3. Jede Veriinderung im ménnlichen und weiblichen Genitaltrakt oder
Allgemeinkrankheiten, bei denen eine negative Beeinflussung der einzelnen
Keimzellen sowohl in den Genen als auch im Plasma moglich ist.

4. Entziindliche Prozesse im Bereiche der minnlichen Genitale (Pyo-
spermie oder Himospermie) oder bei der Frau entziindliche Prozesse im Bereich
der Tuben, des Uterus oder der Zervix.

5. Die Einnahme gewisser Medikamente oder Rontgenbestrahlungen.

Der Samen vom Ehemann oder von Spendern darf fiir eine Sameniiber-
tragung dann nicht verwendet werden, wenn 2—4 Monate vor dieser Mal-
nahme therapeutische oder diagnostische Riontgenbestrahlungen durchgefiihrt
wurden oder Zytostatika oder andere Medikamente mit noch unbekannter
Wirkung iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen verabreicht wurden.
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6. Kine wichtige, bisher noch wenig beachtete Kontraindikation stellen
unter den Neoplasmen ganz besonders maligne Melanome bei der Frau dar.
Maligne Melanome konnen trotz ausreichender Vorbehandlung mit Réntgen-
bestrahlung oder nach einer radikalen Operation durch den provokativen
Reiz der Graviditit mit einem Neuauftreten dieses Tumors, und nach eigenen
Beobachtungen sogar mit zahlreichen Metastasen dieses Tumors wieder
manifest werden. Allen Patientinnen mit einem behandelten malignen Melanom
schlagen wir daher vor, entweder iiberhaupt oder wenigstens 5 Jahre eine
Konzeption zu vermeiden.

Oligo-Astheno-Teratospermien mifligen Grades sehen wir nicht als
Kontraindikation an, da nach den bisherigen Erfahrungen der Mitteilungen
in der Weltliteratur offenbar nicht mit Schiidigungen des Kindes zu rechnen
ist und durch Letalfaktoren die Konzeption verhindert wird.

Die Ansichten iiber das hiufige Vorkommen von Millbildungen oder
von Aborten bei Frauen, deren Eheminner pathologische Spermiogramme mit
Oligo-Astheno-Teratospermien hatten, werden nicht einheitlich beurteilt.
Hinegrais und HiNerAts [8], JoiL [12] und NIENDORF [17] beobachteten bei
pathologisch veriinderten Ejakulaten und normalem Genitalbefund der Frau
hiiufig Aborte. MacL.eoD und Gorp [15], Horcuxiss [9, 10Jund RusssLL[19]
konnten jedoch diese Beobachtungen nicht sicher bestiitigen. Beim Auftreten
von Mifbildungen und Aborten ist zu beriicksichtigen, daf} offenbar hiufig
mehrere Ursachen eine wichtige Rolle spielen.

MacLeop und GorLp [15] sahen ebenso wie wir abnorme Schwanger-
schaften sowohl bei extremen Oligospermien als auch bei Polyspermien.
Die Tatsache, dall Patienten mit Oligo-Astheno-Teratospermien in erster
Ehe kinderlos blieben und in anderen Ehen wiederholt normale Kinder zeugten,
ist ebenso bekannt wie die Tatsache, dal} bei einem offenbar vollig normalen
Spermiogramm auf Grund bisher noch nicht erfafllbarer Verinderungen eine
Infertilitit bestehen kann.

In diesem Zusammenhang sei eine wichtige Beobachtung von SevmMour
erwithnt. Bei einem 11 Jahre lang kinderlos verheirateten Mann ergab die
Anamnese keine Besonderheiten. In dem durch Coitus interruptus gewonnenen
Ejakulat fand sich eine Spermienzahl von 94 Mill. in cem, eine ausgezeichnete
Qualitit der Motilitiit, eine Bewegungsdauer von 18 Stunden und nur 39,
pathologisch geformte Spermien. Klinisch zeigten sich keine pathologischen
Befunde. Auch bei der Ehefrau wurden bei der Allgemein- und Genitalunter-
suchung keine krankhaften Verinderungen festgestellt. Mit dem Ejakulat
dieses gesunden und aus gesunder Familie stammenden IChemannes wurden bei
17 Frauen ohne Erfolg heterologe Sameniibertragungen vorgenommen. Hin-
gegen konnte durch Spendersamen eines anderen Mannes sowohl bei der 11
Jahre kinderlos verheirateten Ehefrau des erwihnten Mannes als auch bei den
anderen Frauen wihrend der nichsten 14 Monate eine Schwangerschaft
erzielt werden.

Die Erfolge bei Sameniibertragungen

Bei der Betrachtung der Erfolgsstatistiken unterscheiden sich die Ergeb-
nisse bei homologen Sameniibertragungen recht erheblich von denen bei
heterologen.
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Bei heterologen Sameniibertragungen wurden von SCHELLEN [20] im
Durchschnitt 609, Krfolge angegeben. Einige Autoren erzielten jedoch wesent-
lich bessere Resultate (SHIELDS [23] 949,, WEIsMAN [27] 849, ToPKINs [25]
80%). KLEEGMAN [13] beobachtete nach 1-6 heterologen Ubertragungs-
versuchen bei 909, einen Erfolg und zwar in 309, durch cine einmalige und
in 87% durch 2—3 Inseminationen. Ahnlich gute Resultate erzielte SHIELDS
[23] bei 329%, nach dem ersten Versuch und bei 729, nach den ersten 3
Versuchen.

Im Gegensatz zu diesen guten Resultaten wurden Erfolge bei homologer
Sameniibertragung nur bei 10 bis hochstens 309, mitgeteilt. Hierbei ist zu
beriicksichtigen, daf} vielleicht sogar von der iiberwiegenden Mehrzahl der
Autoren Miflerfolge tiberhaupt nicht verdffentlicht wurden.

Die Erfolgsstatistiken iiber homologe Inseminationen sind aus folgenden
Griinden schwer vergleichbar und nur unzureichend auswertbar:

1. Die Anamnese der einzelnen Ehepartner iiber die Dauer der Kinder-
losigkeit, Zahl von Aborten oder Fehlgeburten und ganz besonders das Alter
der Frau sind unzureichend.

2. Die klinischen andrologischen und gynikologischen Befunde werden
meist nicht ausreichend beriicksichtigt.

3. Mehrmalige Spermiogrammbefunde unter Beriicksichtigung der sexuel-
len Karenz werden oft iiberhaupt nicht angegeben. Uber den so vieldeutigen
Begriff »Oligospermie«, unter dem jeder Autor etwas anderes versteht, ist
deswegen so wenig auszusagen, weil das wichtigste Kriterium, die Qualitiit
der Motilitit, unberiicksichtigt bleibt.

4. Die Art der Spermiengewinnung {(z. B. durech eine elektrophysi-
kalische Methode oder durch Blischendriisen-Expression oder Prostata-
Expression) ist selten exakt beschrieben.

5. Besonders bei Mitteilungen vor 1940 sind héufig der Ovulations-
termin und das Konzeptionsoptimum nicht exakt bestimmt worden.

6. Hiufig wurde eine veraltete oder wenig aussichtsreiche (intravaginale
statt intrauterine Samendeponierung) Methode angewandt oder es fehlte den
Autoren an der entsprechenden Erfahrung bei der Durchfiihrung des keines-
wegs immer einfachen Eingriffs. '

Bei allen Sameniibertragungen ist auch zu beriicksichtigen, daf} die
Eiwanderung, die Nidation, die Imprignation und Konzeption aullerordentlich
komphnerte und bis jetzt ‘noch nicht steuerbare Vorg ginge sind.

Trotz allem ist die Tatsache auffiillig, dal die Erfolge bei homologen
Sameniibertragungen so ungleich viel schlechter als bei heterologen sind.

Durch die Verkiirzung des Wegs zum Ei haben einerseits die Spermien
mit einer Motilititsschidigung ()ffenbar in nur seltenen Fillen eine groflere
Chance fiir eine Konzeption. Andererseits liegen keine sicheren Erfahrungen
dariiber vor, dal die natiirliche Selektion durch unnatiirliche Heranbringung
pathologisch verinderter Spermien ausgeschaltet wird und so besondere
Gefahren fiir die Nachkommen entstehen.

Die primiire, genbedingte Schiidigung ist bei einer Infertilitit eine Haupt-
ursache, jedoch nicht die alleinige.
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Die Bedeutung des Spermaliquors

Neuere Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daf} auch der Sperma-
liquor schiidigende irreparable Einfliisse auf die Spermien ausiiben kann. Ohne
Zweifel konnen durch toxische oder sensibilisierende Substanzen im Sperma-
liquor protoplasmatische Verinderungen an den Spermien hervorgerufen
werden. Sie konnen sich als Letalfaktoren oder als latente Schadlgunﬂsfaktoren
erweisen. Im Spermaliquor befinden sich fordernde und unter gewissen Be-
dingungen hemmende Faktoren fiir die normale Funktion der Spermien.

1. Die fordernden Faktoren:

a) Das Transportieren und ganz besonders das Ausspiilen der nicht
durch Muskelkontraktionen ejakulierten Spermien.

b) Das Fernhalten von spermienschiidigenden Stoffen in dem distalen
Urogenitaltrakt.

¢) Die Verdiinnung der im Nebenhodenschwanz gespeicherten Spermien.

d) Die Erzielung eines die Funktion und den Stoffwechsel aktivierenden
Milieus, das sich von dem katabolischen Milieu des Nebenhodenschwanzes
wesentlich unterscheidet.

e) Die schiitzende puffernde Wirkung der Spermien gegeniiber dem
sauren Vaginalsekret.

/) Die sog. Plombenwirkung durch die Koagulation zur optimalen Ein-
stellung der Spermlenmassen vor der Portio und zur Verhinderung eines
schnelleren Spermienriickflusses.

g) Moglicherweise die Schaffung einer Energiequelle und Freisetzung
von Stimulatoren — insbesondere bei pathologischem Zervixmilieu — durch
Inkorpora,tlon bestimmter Bestandteile des Spermaliquors.

Bei einem normalen Coitus wandern die Spermien bereits nach wenigen
Minuten oder Sekunden in das Zervixsekret, wobei zu beachten ist, daf} nach
Untersuchungen von MacLreop und Horcurkiss [10] im ersten Drittel des
Ejakulates 709, aller befruchtungstihigen Spermien vorhanden sind. Der
Spermaliquor dringt mit Sicherheit nicht in das Zervixsekret ein und hat
somit keine funktionelle Aufgabe in den hoheren weiblichen Genitalabschnitten.

2. Die hemmenden Faktoren:

Den mehr oder weniger niitzlichen Eigenschaften des Spermaliquors
stehen folgende, heute noch wenig bekannte und erforschte spermienschidi-
gende Faktoren gegeniiber:

a) Toxische organische und anorganische Stoffe (MANN).

b) Bakterielle Verunreinigungen.

¢) Antigenwirkende Substanzen, insbesondere nach vorausgegangenen
entziindlichen Prozessen im Bereiche des Hodens und der Annexe.

Unter den schidigenden Einfliissen sind vor allem Spermienagglutinine im
Spermaliquor zu erwihnen [3, 4, 7, 18]. HELLINGA [T7] fand von 17 Patienten
mit Spermienagglutination im Serum bei 10 Minnern ebenfalls Spermien-
agglutinine im Ejakulat.

WEeIL [26] konnte im Spermaliquor von Kaninchen Antigene gegen die
eigenen Spermien nachweisen.

Nachdriicklich ist zu betonen, daf} der Spermaliquor fiir das Zustande-
kommen einer Konzeption nicht erforderlich ist. 1932 konnte Kwnaus [14]
mit ausgeschwemmten Nebenhodenschwanzspermien gleich gute Befruchtungs-
erfolge wie mit Ejakulatspermien erzielen.
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Hansox und Rocxk [6] trennten bei Oligospermien zwecks Anreicherung
den Spermaliquor von den Spermien. Durch diese Malinahme konnten diese

Autoren ihre Erfolge bei homologen Sameniibertragungen bei 7 von 92 Frauen
auf 3 von 14 verbessern.

Eigene Untersuchungen

Nach eigenen Untersuchungen unterscheiden sich Nebenhodenschwanz-
spermien im Hinblick auf Qualitit und Quantitit der Motilitiit und der
Morphologie nicht von Ejakulatspermien.

Hodenspermien hingegen weisen eine gute Quantitiit, jedoch eine sehr
schlechte Qualitiit der Motilitdt auf. In einer mit isotonischer Ammonium-
chloridlésung versetzten Suspension von Hodenspermien konnte jedoch die
Qualitit der Motilitit wesentlich verbessert, jedoch nicht zur gleichen Inten-
sitiit der Bewegung wie bei Nebenhodenschwanz- oder Ejakulatspermien ge-
bracht werden [4].

Erfolge von homologen Sameniibertragungen mit Hodenspermien wurden
lediglich von ApLer und MARKRIS [1] berichtet.

Wir versuchten 4mal durch Ubertragung von Hodenspermien eine
Konzeption herbeizufiihren. In allen 4 Versuchen wurde trotz Einhaltung des
Konzeptionsoptimums und der sorgfiltigen Ausschwemmung der Hoden-
spermien aus Parenchymstiicken kein Erfolg erzielt. Weitere eigene Unter-
suchungen galten der I‘m;zeqtellung ob ein pathologisch zusammengesetzter
Spermaliquor Ursache fiir eine Infertilitit sein kann.

Bei 2 Patienten mit Spermienagglutinationen trennten wir den Sperma-
liquor von den Spermien durch Zentrifugieren und Auswaschen in Baker-
Losung. Nach dieser Prozedur waren keine Kopf-zu-Kopf-Agglutinationen
mehr nachweisbar.

Trotz des fehlenden Nachweises von Agglutinationen erhebt sich die
Frage, ob vor der Ausschwemmung bereits eine irreparable protoplasmatische
Schadigung der Spermien zustande gekommen ist. Wir untersuchten daher
gemeinsam mit THEIN [24] die Qualitit und Quantitit der Motilitit durch das
Zentrifugieren und Auswaschen in verschiedenen Nihrlosungen. Bei diesen
Versuchen waren wir uns dariiber im klaren, daf} die Quantitit und Qualitit
der Motilitit keineswegs einen sicheren Aufschluf} iiber die Befruchtungs-
fithigkeit zu geben vermégen. Die Motilitit tiberdauert stets die Befruchtungs-
fiahigkeit der Spermien [5, 29, 30].

Wir zentrifugierten 20 Ejakulate von Patienten mit einer ger mgg,mdlgen
Oligo-Astheno-Teratospermie 10 und 25 Minuten bei 1000 Umdrehungen in
der Minute. Hierbei fiel die Quantitit der Motilitit nur ger mggmdlg ab
(s. Tab. 1). Die Qualitit der Motilitit wies bei der subjektiven Ablesung der
Qualititsgrade: ausgezeichnet, gut, ausreichend, miflig und schlecht meist
keinen vollstindigen Abfall eines dieser Qualititsgrade auf. Hingegen sank
bei einer Lentufugdtlongdauer von 25 Minuten die Qualitit der Moti-
litit um einen Grad ab. Bei stiindlicher Untersuchung in Abstinden von
1 bis 5 Stunden sank die Quantitit der Motilitit gegeniiber dem Nativpriiparat
geringgradig ab, jedoch nicht wesentlich.

Wurde nach dem Zentrifugieren der iiberstehende Spermaliquor ent-
fernt und durch Baker-Losung ersetzt, dnderte sich nach einer nochmaligen
Zentrifugierung von 10 Minuten bei 1000 Umdrehungen in der Minute die

105



Tabelle 1

Abfall der Quantitit der Spermienmotilitiit
nach einmaliger Zentrifugierung (10 Min. bei 1000 U./min) und
nach zweimaliger Zentrifugierung (bei je 10 Min. 1000 U./min)
mit Auswaschung in Baker-Losung nach 1—5 Stunden bei
20 Patienten mit Oligo-Astheno-Teratospermien

Taficnna ” o P Zentrifugieren
Zeit I\atnpr{;tpurat Z(ntnfouglcrl,n ARl e
/o %o o
%o
Sofort 48 425 46
1 Stunde 45,3 40,3 42,8
2 Stunden 40,5 35,1 37,6
4 Stunden 37,8 29,2 32,8
5 Stunden 30,5 22.5 25,8

Quantitiit und Qualitit der Motilitit nicht wesentlich. Bei Auswaschung mit
Baker-Losung, isotonischer (0,859, iger) Kochsalzlosung und Locke-Losung
zeigte sich bei vergleichenden Untersuchungen die Baker-Losung der Locke-
Losung geringgradig und der isotonischen Kochsalzlosung wesentlich iiberlegen
(s. Tab. 2). Beim Zusetzen einer Nihrlosung ist zu beachten, daf} die Spermien

Tabelle 2
Abfall der Quantitit der Spermienmotulatit

nach Zentrifugieren und Auswaschen bei 10 Min. und 25 Min. Zentri-
fugationsdauer bei 20 Patienten mit Oligo-Astheno-Teratospermien

0,859%,ige
Kochs: sung

Dauer

Locke-Losung
des Zentrifugierens o/

Baker-Lisung
0

Nativpriiparat
%

/0

10 Min. 39 38 43 45
25 Min. 36 34 39 42

nicht zu stark stimuliert werden diirfen, so dafi auf diese Weise die Befruch-
tungsfihigkeit durch eine vorzeitige ]ﬂschopfung verloren geht.

Herr Kollege HYNIE machte uns beim Zentrifugieren auf einen moglichen
Storfaktor aufmerksam, durch den sich Spermlen mit ausgezeichneter Quaht(tt
der Motilitiit bei nur 1000 Umdrehungen in der Minute nicht sedimentieren
und in den mittleren Schichten bleiben, withrend die asthenischen Spermien
sich sedimentieren und gegebenenfalls fiir eine Sameniibertragung verwandt
werden. Sollte sich diese Annahme bestiitigen, miil3te die Zahl der Umdrehun-
gen von 1000 auf 2000 pro Minute vergriflert werden.

Welche Umdrehungszahl, welche Dauer und welche Losungen fiir die
Trennung der Spermien vom Spermienliquor optimal sind, konnen wir heute
noch nicht sagen. Weitere derartige Untersuchungen fiir diese so wichtige
Fragestellung sollten angestellt werden.
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