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Zusammenfassung

Die Kapazitation von Spermien ist ein wichtiger Reifungsprozess, welche fiir die
Befruchtungsfahigkeit unerldsslich ist. Im Zuge der Kapazitation kommt es zu physiologischen
und biochemischen Verdnderungen am Spermium. Calcium und Bicarbonat stromen in die Zelle
ein, Cholesterol stromt aus der Membran aus, die molekulare Zusammensetzung der
Spermienmembran dndert sich und Proteine im Spermium werden phosphoryliert. Aulerdem
entwickeln die Spermien eine hyperaktivierte Bewegung. Zum Nachweis der Kapazitation
beim Hund wird derzeit vor allem der Chlortetrazyklinassay verwendet, hierbei wird Calcium
im Spermium angefdarbt und charakteristische Firbemuster entstehen. Eine neuere
Nachweismethode stellt die Tyrosinphosphorylierung dar, hierbei wird mittels fluoreszierender
Antikorper dargestellt, wie Proteine wihrend der Kapazitation verdndert werden.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden ein Vergleich dieser beiden Nachweisverfahren
vorgenommen. Die spermienreiche Phase aus dem Ejakulat gesunder Riiden wurde auf
100 x 10° Spermien/mL verdiinnt und Anteile davon entnommen zur Priifung der
Membranintegritit und Bestimmung der kinematischen Daten, sowie jeweils fiir den CTC-
Assay und die Tyrosinphosphorylierung. Die jeweiligen Verfahren wurden nach einer
Inkubationszeit von einer Stunde durchgefiihrt und anschlieBend die Ergebnisse miteinander
verglichen.

Zum Zeitpunkt der Beurteilung zeigten sich beim CTC-Assay 54,2 %+ 17,1 % der
untersuchten Spermien als kapazitiert. Bei der Tyrosinphosphorylierung war ein Prozentsatz
von 18,7 % + 25,4 % der Spermien phosphoryliert (p = 0,075). Zwischen den unkapazitierten
Spermien war ein signifikanter Unterschied erkennbar (p = 0,028).

Im Rahmen der Beurteilung bestétigte sich die Hypothese, dass die Ergebnisse nicht direkt
vergleichbar sind, da mit den verschiedenen Verfahren unterschiedliche Vorgénge in den
Spermien dargestellt werden, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Kapazitation

stattfinden.



Summary

Capacitation is an important spermatozoa maturation process and essential for fertilization.
During capacitation, physiological and biochemical changes occur in the cell. Calcium and
bicarbonate flow into the cell, cholesterol is transported through and out of the sperm
membrane, the molecular composition of the sperm membrane changes and sperm proteins are
phosphorylated.

The chlortetracycline (CTC) assay is a frequently used method to detect capacitation in canine
spermatozoa. Within this method, intracellular calcium binds chlortetracycline, resulting in
characteristic staining patterns. Another method for determining the capacitation state of sperm
is the tyrosine phoshporylation assay. This method uses fluorescent antibodies to indicate
modification of location of a special membrane protein during capacitation.

The aim of this study was to compare these two methods. The sperm-rich phase from the
ejaculate of healthy male dogs was diluted to 100 x 106 sperm/mL and aliquots were taken for
determining membrane integrity and kinematic data, as well as for the chlortetracycline assay
and tyrosine phosphorylation. The different methods were performed after an incubation period
of one hour, then the results were compared.

At the time of assessment, the CTC assay showed 54.2 % + 17.1 % of capacitated sperm,
whereas with tyrosine phosphorylation assay, a percentage of 18.7 % £ 25.4 % of cells was
phosphorylated (p = 0.075). A significant difference was seen between the uncapacitated
spermatozoa (p = 0.028).

During the assessment, it became apparent that the hypothesis was true and results are not
directly comparable, since the different methods evaluate different processes during

capacitation occuring at different time points of capacitation.
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1. Einleitung

Kapazitation ist die funktionelle Reifung des Spermatozoons und seiner Membran, sie ist die
Voraussetzung fiir die Akrosomenreaktion und somit fiir die Befruchtungsfahigkeit des
Spermiums. (1)

Ausgelost wird die Kapazitation in vivo durch den Kontakt der ejakulierten Spermien mit dem
weiblichen Genitaltrakt, es spielt vor allem der caudale Bereich des Eileiters eine Rolle. (2) In
vitro initiieren spezielle Ndhrmedien den Ablauf der Reaktion.

Die Kapazitation beginnt mit einem Influx von Bicarbonat ins Spermium, welches durch die
Aktivierung eines Protein-Kinase-A abhingigen Signalweges die Kapazitation in Gang
setzt. (3) Eine Verdanderung ist etwa der Efflux von Cholesterol aus der Spermienmembran. Das
Cholesterol stabilisiert die Membran und wiirde so alle fiir die Kapazitation notwendigen
Vorgénge verhindern. (4) Wieder aufgenommen wird das Cholesterol von extrazelluldren
Molekiilen wie beispielsweise Albumin. (5) Innerhalb der Membran kommt es zur
Umverteilung von Membranphospholipiden und die Zusammensetzung der Spermienmembran
andert sich. (6) Dadurch konnen Molekiile wie Calcium oder Bicarbonat leichter in die Zelle
eintreten. Ein erhohter intrazelluldrer Calciumspiegel sorgt fiir eine gesteigerte Motilitdt des
Spermiums, die Spermien werden hypermotil. Diese hyperaktivierte Bewegung ermoglicht es
den Spermien, sich in vivo von der Uterusschleimhaut zu 16sen und sich auf die Eizelle
zuzubewegen (7) beziehungsweise die Zona pellucida zu durchdringen. (8) Die
Akrosomenreaktion kennzeichnet das Ende der Kapazitation. (9)

Die Beurteilung der Kapazitation bei Hundespermien wird derzeit hauptséchlich mit Hilfe des
Chlortetracyclin-Assays durchgefiihrt. Dabei wird mittels Chlortetracyclin sichtbar gemacht,
wie sich Calcium wéhrend der Kapazitation im Akrosom anreichert und typische Farbemuster
entstehen. (10) Eine neuere Methode stellt die Tyrosinphosphorylierung dar. Hierbei wird
mittels Immunfluoreszenz und fluoreszierenden Antikorpern dargestellt, wie bestimmte
Proteine im Spermium modifiziert werden. (11) Das geht mit spezifischen Fluoreszenzmustern
bei verschiedenen Tierarten einher, die sich nur teilweise decken. Fiir den Hund existiert erst
eine Studie zum Fluoreszenzmuster (12) und keine, in der die Tyrosinphorphorylierung mit den

Vorgingen der Kapazitation abgeglichen wird.



Die Hypothese dieser Arbeit lautet: Die Tyrosinphorphorylierung ergibt bei Hundespermien
tierart-spezifische  Férbepatterns. Die  Tyrosinphorphorylierung wird parallel zur
Chlortetrazyklinmethode angewendet. Da beide Methoden unterschiedliche Prozesse wahrend

der Kapazitation untersuchen, werden die Ergebnisse nicht direkt vergleichbar sein.



2. Literatur

2.1. Kapazitation

Die Definition von Kapazitation umfasst alle Verdnderungen an einem Spermium, welche es
nach dem Austritt aus dem ménnlichen Genitaltrakt befruchtungsfiahig machen. (13) Dazu
gehort die Féhigkeit, mit der Zona Pellucida der Eizelle zu verschmelzen und die
Akrosomenreaktion durchzumachen, sowie zu einer hyperaktivierten Vorwirtsbewegung féhig
zu sein. (9) Spermien haben nicht von Beginn an die Fihigkeit, Eizellen zu befruchten, erst
durch den Kontakt mit dem weiblichen Genitaltrakt verdndern sich die Spermien so, dass sie
spater mit der Eizelle verschmelzen konnen. Das Spermium unterlduft diversen
physiologischen und biochemischen Verdnderungen. (1) Dabei geschehen viele Vorginge auf
einmal — es kommt zu einem Cholesterolefflux aus der Membran, welche daraufhin ihre
Eigenschaften und Durchléssigkeit &dndert, sowie auch ihre molekulare Zusammensetzung,
Proteine werden phosphoryliert und die Spermien entwickeln eine hyperaktivierte Bewegung.
(9) Der Vorgang beginnt mit dem intrazelluldren Anstieg von Bicarbonat (HCO3.), welches
durch einen Na'/HCOjs.-Co-Transporter in das Spermium gelangt. Die Eigenschaften der
Spermienmembran dndern sich, weiters kommt es zur Aktivierung vom Protein-Kinase-A-
Signalweg und die Kapazitation wird in Gang gesetzt. Diese Verdnderungen ermoglichen den
Cholesterolefflux und somit eine Destabilisierung der Membran. (3) Durchgefiihrt wird der
Cholesterolausstrom von sogenannten ATP-bindenden Kassetten Transportern (ABC-
Transporter), welche sich dabei die iibrig gebliebene Energie der ATP-Spaltung zunutze
machen. (14) Wihrend der Kapazitation steigt auBerdem der pH-Wert im Spermium an, Grund
hierfiir ist die gesteigerte Aufnahme von Bicarbonat in die Zelle. (15) Die Akrosomenreaktion
kennzeichnet das Ende der Kapazitation. (9)

Die Kapazitation lduft nicht in allen Spermien gleichzeitig ab, sondern ist auf mehrere Etappen
aufgeteilt. Somit gibt es immer einen Pool an fertilen Spermien und die Chance auf eine

Befruchtung, sobald der Eisprung erfolgt ist, ist hoher. (9)

2.1.1. Membranverinderungen
Die Spermienmembran weist im Gegensatz zu den Membranen anderer Zellen im Korper einen
hoheren Cholesterolgehalt auf. (16) In Anwesenheit von Bicarbonat (HCO3.) kommt es im

Spermium zur Aktivierung von Adenylatcyclase und der Gehalt an cyclischem



Adenosinmonophosphat (cAMP) steigt an, dadurch startet ein Protein Kinase A abhéngiger
Signalweg und Phospholipidtranslokatoren werden aktiviert. Diese Translokatoren sorgen fiir
eine Neuverteilung von Phospholipiden in der Membran. Sie dndern die Lokalisation der
Phospholipide in der Spermienmembran und dadurch dndert sich die Zusammensetzung der
Membran. Die Enzyme, die dieses Hin- und Herschieben der Phospholipide mdglich machen,
werden aktiviert durch eine von Bicarbonat abhingige Tyrosinphosphorylierung der Proteine.
Diese Umverteilung der Lipidanordnung in der Plasmamembran ist innerhalb von fiinf Minuten
nach dem Kontakt mit HCOs. abgeschlossen. (17)

Weiters entstehen sogenannte ,,Lipid rafts®, dabei kommt es zu einer Ansammlung von
Proteinen und Lipiden in der Membran. Diese Mikrodoménen haben eine andere molekulare
Zusammensetzung als der Rest der Spermienmembran und sie spielen im spiteren Verlauf eine
wichtige Rolle bei der Akrosomenreaktion, da sie die Bindung an die Zona pellucida
ermoglichen. (6) Die neu modellierte Zusammensetzung der Spermienmembran fiihrt zu einer
Destabilisierung derselbigen (17), es erleichtert anschlieBend den Cholesterolausstrom aus dem

Spermium. (15)

2.1.2. Cholesterol-Efflux

Auch fiir den Cholesterolefflux spielen die die bereits genannten Verdnderungen, wie die
Membranverdnderungen, der Anstieg an Bicarbonat sowie die erhdhte Produktion von cAMP,
eine Rolle. Die hohen cAMP-Level sorgen fiir die Aktivierung eines Proteinkinase-A
abhidngigen Signalwegs, es kommt zu einer Destabilisierung und erhohten Fluiditdt der
Spermienmembran. (18) Durch einen HCOs;. abhingigen Signalweg kommt es zu einer
Umverteilung von Cholesterol in die apikale Membran. Es wird davon ausgegangen, dass dies
einen erster Schritt fiir den Cholesterolausstrom aus der Membran darstellt. (17) Die Gesamtheit
der Verdnderungen erleichtern den Cholesterolefflux. Ermoglicht wird der Ausstrom von
Cholesterol durch sogenannte Transmembranproteine, in diesem speziellen Fall durch ATP-
bindende Kassetten (ABC) Transporter. (19) Diese ABC-Transporter verlagern das Cholesterol
aus der Zelle in den Extrazelluldrraum, wo es von Albumin, Apo-Lipoproteinen oder high-
density-Lipoproteinen aufgenommen wird, in vitro wird oft auch bovines Serumalbumin (BSA)
verwendet. Ohne diese Molekiile im Extrazelluldrraum wére der Cholesterolausstrom nicht

moglich. (5) Beim Ausschleusen der Cholesterol-Molekiile kommt es zu oxidativem Stress, die



Molekiile werden oxidiert und das Cholesterol wird hydrophiler. Dadurch kann es leichter durch
die extrazelluldren Molekiile aufgenommen werden. (20)

Der Cholesterolefflux sorgt ebenfalls fiir eine Modifikation der Spermienmembran, er
beeinflusst die Tyrosinphorphorylierung (erwiesenermaflen bei Mensch (21) und Maus (22))
und ist somit ein wichtiger Mechanismus zum Erlangen der Befruchtungsféhigkeit.
ATP-bindende Kassetten (ABC) Transporter sind allgemein fiir ihre Cholesterol-
Transportfiahigkeit bekannt. Bei Mausen konnten die ABC-Transporter A1, A7, A17 und G1 in
den ejakulierten Spermien nachgewiesen werden. (5) Auch beim Menschen wird der ABCA1-
Transporter exprimiert. (23) In Hundespermien konnte der ABCA1-Transporter am Akrosom,
am Spermienkopf, am Mittelteil und in der Schwanzregion nachgewiesen werden. (19) Es
wurde an Hundespermien nachgewiesen, dass der ABCA1-Transporter wesentlich fiir die

Kapazitation ist. (24)

2.1.3. Tyrosinphosphorylierung

Unter Phosphorylierung versteht man das reversible Anfligen einer Phosphatgruppe an ein
Protein. (25) Die Phosphorylierung von Proteinen stellt einen der wichtigsten intrazelluldren
Signalwege wahrend der Kapazitation dar. Sie wird beeinflusst von steigendem intrazelluldrem
Bicarbonat (HCOs.) und Calcium (Ca?"), vom Cholesterolausstrom aus der Spermienmembran
und der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (reavtice oxygen species ROS). (11) Die
Phosphorylierung ist essenziell fiir die Kapazitation, sie beeinflusst unter anderem die
Hyperaktivation und ist unerlésslich fiir die Akrosomenreaktion. Ohne diesen Vorgang wire es
dem Spermium unmoglich, die Eizelle zu erreichen, sie zu penetrieren und mit ihr zu
verschmelzen. (25) Bei der Phosphorylierung werden Proteine in den Spermien post-
translational modifiziert (26), vorwiegend betrifft das die Aminoséure Tyrosin, aber auch Serin
und Threonin werden phosphoryliert. (27) Nur Tyrosin aber ist ein Indikator, ob die
Kapazitation eines Spermiums bereits stattgefunden hat, denn wird die Phosphorylierung von
Tyrosin blockiert, findet auch keine Kapazitation statt. (11) Serin/Threonin wird gleich am
Anfang der Kapazitation phosphoryliert, Tyrosin folgt erst spéter. (28)

Die Phosphorylierung wird durch einen Adenylatcyclase-abhingigen Signalweg ausgelost. (29)
Ein Anstieg von cAMP aktiviert die Proteinkinase A. PKA ist eigentlich eine Serin/Threonin-
Kinase, sorgt aber indirekt fiir einen Anstieg der Tyrosinphosphorylierung, indem sie

Tyrosinkinasen aktiviert. (4) Man unterscheidet zwischen Rezeptor-aktivierten-



Tyrosinkinasen (RTKs) und Nicht-Rezeptor-aktivierten-Proteintyrosinkinasen (PTK). Die
RTKs sind Transmembranproteine und werden durch Bindung von beispielsweise
Wachstumsfaktoren oder ROS aktiviert. Die PTKs liegen intrazelluldr. (4, 25) Einer der
Hauptorte, an dem die Phosphorylierung stattfindet, ist der Spermienschwanz. Durch die
Verdnderungen dort kommt es zur Hyperaktivation, welche es dem Spermium erst ermdglicht,
die Eizelle zu penetrieren. (30) Proteine, die phosphoryliert werden, sind beispielsweise A-
Kinase Anker Proteine (AKAP3, AKAP4). Sie kommen vor allem im Spermienschwanz vor
und regulieren die Spermienmotilitdt iiber Proteinkinase-A Untereinheiten. Nachgewiesen
wurden sie bisher bei Menschen, Hamster und Maus. Ein weiteres wichtiges Protein ist das
CABYR-Protein (Calcium-bindend und Tyrosinphosphorylierungs-reguliert). Es bindet im
Laufe der Kapazitation Calcium und beeinflusst so die Hyperaktivation. (11) Die
Phosphorylierung der Proteine in der Membran des Spermienkopfes kennzeichnet das Ende der

Kapazitation, sie ist schlussendlich wichtig fiir die Akrosomreaktion. (12)

2.1.4. Calcium

Durch den Cholesterolausstrom und das Destabilisieren der Spermienmembran erhoht sich die
Durchlissigkeit der Membran fiir Calcium (Ca®"). Der hohe intrazellulire Calciumgehalt fiihrt
zu einer Erhohung des cAMP-Spiegels und die Spermienmotilitit steigert sich. Der Ca®"
Transport erfolgt liber Kandle. Am Spermium werden Niederspannungskandle exprimiert,
welche eine Spannungsschwelle von etwa — 60 mV aufweisen. (31) Wéhrend der Kapazitation
steigt der intrazellulire Ca*>"-Gehalt von 50 — 100 nM auf einen Hochstgehalt von 125 — 175
nM. Diese erhohten Konzentrationen kann man vor allem am Spermienkopf und am
Spermienschwanz nachweisen. (32) Auch intrazelluldre Calciumspeicher spielen eine Rolle,
diese werden durch Inositol 1,5,5-trisphosphat (IP3) aufgeldst und das Calcium wird zum
Verbrauch frei. Extrazelluldres Calcium ermoglicht ein Auffiillen der Speicher und somit eine
verlangerte Dauer der hypermotilen Phase. (33)

Man unterscheidet zwischen zwei verschiedenen Kandlen: CatSper und Cays. CatSper
(Kationen Kanile des Spermatozoons) sind Ca**-selektive Niederspannung-Transporter, die die
Hyperaktivation erst moglich machen. Durch einen intrazelluldr hohen pH-Wert steigert sich
ihre Wirkung. (34) Es gibt insgesamt vier Untereinheiten (CatSper 1 — 4), welche vor allem im

Hauptstiick des Spermienschwanzes vorkommen. Diese Kanile findet man nicht nur bei



Saugetieren, sondern auch bei Reptilien, Stachelhdutern und Nesseltieren. Sie transportieren
das Calcium entgegen dem elektrochemischen Gradienten in die Zelle und sind eine
Grundvoraussetzung, um hyperaktivierte Spermien zu ermdéglichen. (35, 36)

Cays wandeln Anderungen im Membranpotential in Ca?*-Signale um. (35) Auch hier handelt es
sich um Niederspannungskanile. Ab einem Membranpotential von —40 mV sind sie inaktiviert,
sie benotigen eine Hyperpolarisation von mindestens — 80 mV um sich zu 6ffnen. Bei der
Kapazitation kommt es zu dieser Hyperpolarisation, eine Offnung der Kanile wird méglich.

(37)

2.1.5. Hyperaktivierung

Bereits nach dem Verlassen des Nebenhodens beginnen die Spermien mit einer asymmetrischen
Bewegung ihrer Flagellen, sie zeigen eine deutliche Beweglichkeit. Erst im Laufe der
Kapazitation dndert sich dieses Bewegungsmuster und eine hyperaktivierte Vorwértsbewegung
entsteht. (3) Die Hyperaktivierung ist einer der wichtigsten Vorginge im Laufe der
Kapazitation. (9) Die Hyperaktivation der Spermien kennzeichnet sich durch charakteristisch
asymmetrische, peitschenhiebartige Schlige des Spermienschwanzes, in einer hoéheren
Amplitude und Frequenz als die sich in normaler Geschwindigkeit fortbewegenden Spermien.
Diese gesteigerte Vorwirtsbewegung ist wichtig, damit sich die Spermien von der
Eileiterschleimhaut 16sen und auf die Eizelle zuschwimmen koénnen. (7) Hier haben
beispielsweise Petrunkina et al. (38) festgestellt, dass es einen Zusammenhang zwischen
ungebundenen Spermien und phosphorylierten Spermienkdpfen gibt. (38) Weiters spielt die
Hyperaktivation der Spermien auch eine Rolle beim Eindringen in die Eizelle. Hypermotile
Spermien haben eine viel hohere Wahrscheinlichkeit, die Zona pellucida der Eizelle zu
durchdringen, als normal bewegliche Spermien. (8)

Auch hier spielen wieder die Molekiile Ca**, cAMP und HCO3. eine Rolle. Zur Erhaltung der
Hyperaktivation ist extrazelluldres Ca®" relevant. Durch die Bindung von cAMP an CatSper-
Kanile kann das extrazellulire Ca*" in die Zelle einstrdmen und das notwendige Ca®*-Level in
den intrazelluldren Speichern kann aufrechterhalten werden. (33) Bei hyperaktivierten
Spermien findet man im Spermienschwanz einen hoheren Ca’*-Gehalt als in normal
beweglichen Spermien. (39) Dies liegt daran, dass durch einen cAMP-abhiingigen Prozess Ca**
pulsatil von intrazelluldren Speichern im Spermienkopf in den Spermienschwanz abgegeben

wird. Das Ca?' ist verantwortlich fiir die typische, asymmetrische Bewegung des



hyperaktivierten Spermienschwanzes, cAMP sorgt fiir die Aufrechterhaltung der Bewegung.

(33)

2.2. Assays zum Nachweis der Kapazitation

Erst in den letzten 25 Jahren wurden Methoden zum Nachweis der Kapazitation fiir den Hund
etabliert. Im Jahre 1999 wurde beispielsweise die Chlortetrazyklinmethode, welche davor
bereits erfolgreich bei anderen Tierarten wie beim Rind oder bei Médusen angewandt wurde, fiir
den Hund angewandt. (10) Andere Methoden sind ein Nachweis der Hyperaktivation oder der
abgelaufenen Akrosomenreaktion. Mit diesen Nachweisverfahren lisst sich die abgeschlossene
Kapazitation feststellen, nicht aber die Verdnderungen im Laufe der Kapazitation. Die derzeit
bevorzugte Methode zur Beurteilung des Kapazitationsstatus von Hundespermien stellt die
Tyrosinphosphorylierung dar. (40) Eine kurze Erwédhnung verdient auch die Methode der
bilder-basierten Durchflusszytometrie. Dabei handelt es sich um eine in der Humanmedizin
angewendete, halbautomatische Analysemethode, mit der sich verschiedenste Signalwege in
Zellen darstellen lassen, unter anderem auch die Tyrosinphosphorylierung von Proteinen im

Spermium. (41)

2.2.1. Nachweis der Hyperaktivierung

Die Hyperaktivierung der Spermien wird gekennzeichnet durch charakteristische,
asymmetrische und peitschenartige Schlidge der Spermiengei3el, mit hoher Amplitude und
Frequenz. Da diese Hyperaktivation im Zuge der Kapazitation im Spermium ausgeldst wird,
eignet sie sich als Indikator fiir kapazitierte Spermien. Der Anteil an hyperaktivierten Spermien
kann gemessen werden mittels normaler mikroskopischer Untersuchung der Proben oder
mithilfe computerunterstiitzter Spermienanalyse (CASA). Hierbei werden die Spermien unter
anderem untersucht auf eine Fortbewegung in hohere Geschwindigkeit sowie auf eine

verdnderte Frequenz und Amplitude der Kopf- und Schwanzbewegungen. (42)

2.2.2. Nachweis der Akrosomenreaktion

Die Akrosomenreaktion (AR) gehort an sich nicht mehr zur Kapazitation. Spermien, welche
bereits die AR durchlaufen haben, kennzeichnen die abgeschlossene Kapazitation, da nur
ausreichend destabilisierte Spermien eine AR durchlaufen sollten. (9) Bei der Beurteilung von
AR-Spermien muss man unterscheiden zwischen vitalen und toten Spermien, da auch bereits

abgestorbene Spermatozoen im Zuge der Apoptose eine AR durchlaufen konnen.



AusschlieBlich die lebendigen, akrosomenreagierten Spermien kdnnen mit einer vollstindig
abgelaufenen Kapazitation gleichgesetzt werden. Eine Moglichkeit, die AR zu beurteilen, ist
die direkte Beurteilung der Spermien unter einem Phasenkontrastmikroskop. (43) Das Anfarben
der Spermien mit einer fluoreszierenden Lectinlosung (zB FITC-PNA) und der anschlieBenden
Begutachtung mittels Durchflusszytometrie stellt hier aber die weitaus komfortablere und

subjektivere Methode dar. (44)

2.2.3. Chlortetrazyklin-Assay

Um bereits kapazitierte Spermien darstellen zu konnen, eignet sich der Chlortetrazyklin-Assay.
Dabei werden die Verdnderungen in der Spermienmembran mittels Chlortetrazyklin als
fluoreszierender Sonde angefirbt. Dies ist moglich, da das Chlortetrazyklin (CTC) an
membrangebundene Kationen, allen voran Ca**, bindet. In der Zelle wird freies Calcium
gebunden, die Farbintensitét steigt dadurch. Es entstehen so unterschiedliche Farbemuster,
welche man den Stadien Unkapazitiert, Kapazitation und Akrosomenreaktion zuordnen kann.
Das Sperma der Hunde wird zuerst unter dem Mikroskop auf seine Motilitét tiberpriift und
anschlielend in zwei Zyklen mit dem Kapazitationsmedium gewaschen und zentrifugiert, bei
300 G fiir je zehn Minuten. Da auch der Spermiengehalt eine Auswirkung auf die Kapazitation
hat, wird dieser auf 10° Spermien pro ml reduziert. Nach einer Inkubation bei 38,5 °C in diesem
Medium ist bereits eine deutliche Verminderung der Spermienmotilitét sichtbar. (10)

Fiir die CTC-Losung zum Anfiarben der Spermien werden 750 pl Chlortetrazyklin mit einem
Pufter bestehend aus 20mM Tris, 130 mM NaCl und 5 mM Cystein angemischt. (45) Nun
werden 5 pl der CTC-Losung mit 5 ul der zentrifugierten Spermiensuspension auf einem
Objekttrager gemischt. AnschlieBend werden 0.2 pl einer Paraformaldehyd-Losung
hinzugefiigt. Um die Intensitit der Fluoreszenz zu erhalten, werden weiters 5 pl einer 1.4-diaza-
bicyclo-Octan (DABCO) Losung aufgetragen. Nach dem Auflegen eines Deckbléttchens und
dem Entfernen der Uberfliissigen Fliissigkeit, wird das Deckgldschen mit klarem Nagellack
versiegelt. Nun werden die Proben unter einem Mikroskop mit fluoreszierender Optik
betrachtet. (10, 45)

Ganz dhnlich ging Witte et al (2009) (46) vor. Nach waschen und verdiinnen der Spermien
werden 200 pl der Spermien mit 7 pg Hoechst 33258 fiir zwei Minuten inkubiert. Bevor diese
Losung fir fiinf Minuten bei 900 G zentrifugiert wird, fiigt man 2 ml einer 2 %igen

Polyvinylpyrrolidone (PVP)-Losung hinzu. Der Uberstand wird abgegossen und das Sediment
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in 45ul CTC-Losung resuspendiert. Nun werden noch 2 pul einer 50 %igen
Glutaraldehydlosung hinzugegeben, um die Reaktion zu stoppen. 5 ul der gefarbten Losung
werden auf einem Objekttriger mit 2 ul DABCO fixiert. (46) Das Fixieren der Deckgldschen
funktioniert wie bei Fraser et al. (1990) (45), die Proben werden unter 1000facher Vergréferung
und unter ultraviolettem Licht begutachtet. Auf jedem Objekttriger werden mindestens 100
Spermien abgezdhlt und beurteilt. (46)

Da die Farbemuster der Hundespermien denen von anderen Spezies dhneln (unter anderem
denen von Maéusen (45), Bullen (47), Hasen (48), Ebern (49), Schafen (50) sowie dem
Menschen (51)), werden sie auch gleich benannt. Das Farbemuster F kennzeichnet sich durch
eine Anfarbung des Spermienkopfes und ist typisch fiir noch nicht kapazitierte Spermien.
Bereits kapazitierte Spermien zeigen sich im Firbemuster B, das Spermium zeigt
postakrosomal keine Fluoreszenz mehr. Die Akrosomenreaktion verfiigt iiber ein eigenes
Firbemuster, genannt AR. Das Spermium weist nur noch ab dem Aquator Fluoreszenz auf, das
Akrosom ist nicht mehr intakt und féarbt sich daher auch nicht mehr an. (10) Sichtbar sind diese
Féarbemuster in Abbildung 1. (24) Nachteil dieser Methode ist die hohe Subjektivitit, denn
mitunter ist die Differenzierung zwischen intakt und kapazitiert fiir das menschliche Auge
schwierig, vor allem, wenn der Hintergrund, durch Eidotterpartikel und sonstige

Verdiinnerbestandteile, ebenfalls geringgradig fluoresziert.

a b

et

N

Abbildung 1: Verschiedene Farbemuster nach Durchfiihrung eines CTC-Assays.

a) zeigt das Farbemuster F, welches unkapazitierte Spermien darstellt. Auf Abbildung b) ist die Fluoreszenz
postakrosomal abgeschwécht, es zeigt Farbemuster B (kapazitierte Spermien). Bild c) zeigt das Farbemuster nach
einer vollendeten Akrosomenreaktion. (24)

2.2.4. Tyrosinphosphorylierung

Eine weitere Nachweisemethode fiir die Kapazitation ist die Tyrosinphosphorylierung. Bei
anderen Tierarten ist bereits ein Zusammenhang zwischen der Kapazitation und einer
fortschreitenden Phosphorylierung nachgewiesen worden. Visconti et al. (1995) wies bei

Maiusen einen Anstieg der Tyrosinphosphorylierung mit fortschreitender Kapazitation
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nach. (40) Auch bei anderen Tierarten wurde eine fortschreitende Tyrosinphosphorylierung mit
voranschreitender Kapazitation nachgewiesen (etwa bei der Katze (52), beim Schwein (53)
oder auch beim Rind (54)). Die maximale Tyrosinphosphorylierung erfolgte bei der Maus in
einem Zeitraum von 90 Minuten, in dieser Zeitspanne wurde auch die Kapazitation
abgeschlossen. (40)

Fiir den Hund wurden bisher nur zwei Studien iiber die verschiedenen Fluoreszenzmuster bei
der Kapazitation durchgefiihrt (12, 38), aber noch kein direkter Vergleich mit dem CTC-Assay
getroffen. Im Zuge dieses Versuchs wurden die Spermien von fiinf Hunden zuerst in einem
Kapazitationsmedium inkubiert und anschlieBend mit Maus Anti-Phosphotyrosin-Antikérpern
erneut inkubiert. Danach wurde eine Ziegen Anti-Maus IgG Losung hinzugegeben und die
Proben unter einem Fluoreszenzmikroskop begutachtet. Die ersten deutlichen Verdnderungen
waren nach 30 Minuten ersichtlich, nach 360 Minuten waren nur mehr 8 % nicht-
phosphorylierte Spermien sichtbar. Die Tyrosinphosphorylierung wurde bei diesem Versuch im
Spermienkopf und im Spermienschwanz nachgewiesen. Insgesamt wurden 9 verschiedene
Féarbemuster erhoben. Es konnte festgestellt werden, dass der Anteil an nicht phosphorylierten
Spermien im Verlauf der Kapazitation abnahm und der Anteil an phosphorylierten Spermien
zunahm. Zwischen den Proben gab es individuelle Unterschiede. Die Phosphorylierung findet
zuerst im Mittelstiick des Spermiums statt, dann folgen das Haupt- und Endstiick. AbschlieSend
werden die Proteine im Spermienkopf phosphoryliert. (12)
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3. Material und Methoden

3.1. Samengewinnung

Es wurden die Samenproben von insgesamt 16 Hunden untersucht. Das Ejakulat wurde durch
hiandisches Absamen gewonnen. Bei den Riiden handelte es sich einerseits um Hunde der
Veterindrmedizinischen Universitdt Wien (3 Beagle) und andererseits um gesunde Patienten der
Plattform fiir Besamung und Embryotransfer (Flat coated Retriever, Golden Retriever,
Schnauzer, WeiBler Schweizer Schifer). Die Ethikkommission wurde informiert, eine
Tierversuchsgenehmigung war nicht notig. Es wurde nur Samen guter Qualitdt und davon

ausschlieBlich die spermienreiche Fraktion verwendet.

3.2. Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau ist Abbildung 2 zu entnehmen.

Spermienreiche Phase

l 3 ul = kinematische
Daten

Verdunnt auf
100 x 10° Spermien/ml

100 pl >

\ Membranintegritat

Aliquot fir CTC-Assay Aliquot fiir
Tvrosinphosphorylierung

Inkubation

Spermienausstrich

Inkubation

CTC-Assay

Indirekte
Immunfluoreszenz

Spermienausstrich

[
Beurteilung unter v
Fluoreszenzmikroskop

Beurteilung unter
Fluoreszenzmikroskop

Abbildung 2: Versuchsautbau

Die Ejakulate der spermienreichen Phase wurden auf 100 x 106 Spermien/ml verdiinnt. Davon wurden Anteile
genommen, um die kinematischen Daten der Spermienprobe zu erheben und um die Membranintegritét zu iiberpriifen.
Fiir den CTC - Assay wurden 200 pl der Probe verwendet und nach einer zweistiindigen Inkubationsperiode dem
CTC - Assay unterzogen, anschliefend auf einen Objektriger aufgetragen und unter einem Fluoreszenzmikroskop
beurteilt. Fiir die Tyrosinphosphorylierung wurde nach der Inkubation ein Spermienausstrich der Probe angefertigt und
mit einem indirekten Immunfluoreszenzverfahren gefarbt sowie anschlieBend unter einem Fluoreszenzmikroskop
beurteilt.
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3.3. Qualitatskontrolle

3.3.1. Kinematische Daten

Mittels CASA (computer assisted sperm analysis; CASA, Sperm Vision®, Minitiib, Tiefenbach,
Deutschland) wurden die Parameter Beweglichkeit (M), progressive Beweglichkeit oder
Vorwirtsbewegung (P) iiberpriift sowie einige andere Parameter. Davor wurden die Spermien
mit einem TRIS-Zitronensiure-Fruktose-Puffer auf 100 x 10° Spermien/ml verdiinnt. Die
Proben wurden bei einer Temperatur von 37 °C untersucht. Es wurden 3 pl der Probe auf einen
Objekttrager aufgebracht und mit einem Deckgldschen abgedeckt. Pro Probe wurden sieben
Felder mit 100 Zellen pro Feld untersucht, immer von derselben Person. Die folgenden
Parameter wurden untersucht: Motilitit (M), progressive Motilitét (P), weiters die curvilinear
velocity/Kurvengeschwindigkeit (VCL, pm/s), linear velocity/lineare Geschwindigkeit (VS;
um/s), mean velocity/mittlere Geschwindigkeit (VAP, um/s), mean coefficient/mittlerer
Koeftizient (STR, %), linear coefficient/linearer Koeffizient (LIN, %), wobble
coefficient/schwankender Koeffizient (WOB, %), beat Cross
frequency/Kopfschlagfrequenz (BCF, Hz), Amplitude of lateral head displacement/ Amplitude
der seitlichen Kopfbewegung (ALH, pm), Distance curved line/Kurvenabstand (DCL, pm),
Distance average path/Lange durchschnittlicher Weg (DAP, um). Die gesamte Beweglichkeit
wurde definiert als ein VCL > 15 pm/s, eine Vorwértsbewegung als VCL > 15um/s und
LIN > 0.9 %, weiters wurde die lineare Beweglichkeit als STR>0.9 % und LIN>0.5%
definiert.

3.3.2. Membranintegritit

Die Uberpriifung der Membranintegritit wurde mittels SYBR-14/PI Doppelfirbung
vorgenommen und sichtbar gemacht mittels Epifluoreszenzmikroskop, welches an einen
Computer angeschlossen wurde. Die Auswertung erfolgte mit einer Spezialsoftware (Sperm
Vision®, Minitiib, Tiefenbach, Deutschland). Es wurden 100 pl einer Spermienprobe in einer
Phiole mit 2 pl von SYBR-14/PI gemischt und 10 Minuten im Finsteren bei Raumtemperatur
inkubiert. Ein Tropfen davon wurde anschlieend auf einen Objekttrager aufgebracht, mit
einem Deckgldschen abgedeckt und anschlieBend mittels Fluoreszenzmikroskopie bei einer
400fachen VergroBerung beurteilt (Olympus AX70, Olympus Optical CO., Ltd., Japan; U-
MWB Filter Blocker, BP420-480 Anregungsfilter, BAS515 Unterdriickungsfilter,
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dichromatischer Spiegel: DM500). Die Kdpfe lebensfdhiger Spermien zeigen sich hellgriin,
kaputte Membranen farben sich rot an. Beide Farben wurden automatisch von einer
Videokamera erfasst. Jede Spermienprobe wurde einmal untersucht, pro Probe wurden aber
mindestens 500 Spermien liberpriift und der Mittelwert durch eine Software von SpermVision®
berechnet. Die Ergebnisse werden als prozentualer Mittelwert der intakten Membranen

angegeben.

3.3.3. Spermienkonzentration und -morphologie

Die Spermienkonzentration der Proben wurde mittels eines Nucleocounters
SP 100 (ChemoMetec A/S, Allerod, Danemark) nach Anweisung des Herstellers automatisch
gezédhlt. Der Prozentsatz an abnormalen Spermien oder Spermien mit defekten Akrosomen
wurde nach einer Fixierung in Hancock’s Losung (37 % Formalin) und einer Beurteilung von
200 Zellen pro Probe unter einem Phasenkontrastmikroskop (1000fache VergroBerung und Ol-

Immersion) ermittelt.

3.4. Chlortetrazyklin-Assay

Die nativen Proben wurden nach einer einstiindigen Inkubationszeit einem CTC-Assay nach
Witte et al. (12) unterzogen. Alle Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich bezogen
(Hoechst 33258; H6024; Glutaraldehyd: G6403; DABCO: D2522; Chlortetracycline CTC:
94498; Cystein: 30095; Polyvinylpyrrolidon PVP: 8§1400). Die CTC-Losung besteht aus 4 mg
CTC-Chloride und 8.8 mg Cystein in 10 mL CTC Puffer (24 mg TRIS und 76 mg NaCL/10 ml
Aqua bidest. PVP 2 % in PBS: 40 mg PVP/2 mL PBS. Der CTC-Puffer und die PVP Lsung
wurden aliquotiert und bei — 18 °C eingefroren, die CTC-Ldsung vor jedem Testlauf neu
angemischt.

Nach zwei Stunden Inkubationszeit wurden 0.1386 pug Hoechst 33258 (0.7 pg/mL) zu den
Aliquots von 200 pL hinzugefiigt und fiir zwei Minuten inkubiert. Danach wurden 2 mL
PVP 2% in PBS hinzugefiigt und alles zusammen fiir fiinf Minuten bei 900 G zentrifugiert. Das
Spermiensediment wurde mit 45 pL der frisch zubereiteten CTC-Losung vermengt und fiir
20 Sekunden inkubiert. Nach dem Zugeben von 8 pL einer 12.5 %igen Glutaraldehydldsung
wurden 10 pL von jeder Samenprobe auf einem Objekttriger mit einem Tropfen DABCO
0.22 M in Glycerol gemischt, die Probe mit einem Deckgldschen verschlossen und mit Klarlack

versiegelt. Nun wurden die Proben bei 4 °C im Dunklen verwahrt und am néchsten Tag
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begutachtet. Der Prozentsatz an unkapazitierten (F), kapazitierten (B) und
Akrosomenreagierten (AR) Spermien wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop bei 1000facher

VergroBerung festgestellt (Ol-Immersion, Filterwiirfel U-MWB).

3.5. Tyrosinphosphorylierung

Fiir die Tyrosinphorphorylierung wurden die Proben nach der einstiindigen Inkubationszeit fiir
ein indirektes Immunfluoreszenzverfahren geférbt. Es wurde ein Spermienausstrich auf einem
Objekttrager angefertigt und mit 4%igem Formaldehyd (PFA; w/v) fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert. Nun wurden die Proben fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur mit
0,5 % Triton X-100 (v/v) permeabilisiert. Nach einer Waschung mit PBS wurden die
Objekttrager mit 1 % BSA (bovines Serum Albumin) in PBS (w/v; PBS-BSA) fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Ausstriche mit Maus Anti-
Phosphotyrosin-Antikdrpern (clone 4G10®; Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) in
einer Verdlinnung 1:100 bei 4 °C {iber Nacht inkubiert. Die vorbereiteten Proben wurden
dreimal mit PBS-BSA gewaschen und mit Alexa Fluor 488 konjugiertem Ziegen Anti-Maus
IgG (1:100 Verdiinnung, Sigma Aldrich, Wien, Osterreich) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellkerne der Spermien wurden mit 10 uM Hoechst33342 (Sigma Aldrich, Wien,
Osterreich) gefirbt. Nach einem erneuten Waschvorgang mit PBS wurden die Objekttriiger mit
Entellan® (Schnelleindeckmedium, 107960, Merck Millipore, Wien, Osterreich) eingedeckt
und mit einem Deckgldschen versehen. Alle Proben wurden mit einem Weitfeld-Fluoreszenz-
Mikroskop (Zeiss Axio Imager Z2) untersucht, bei 630facher VergroBerung und Olimmersion
sowie NA 1,4. Die Farbstoffe Alexa Fluor 488 und Hoechst 33342 wurden angeregt mittels
einem 450-490 nm und einem 300-400 nm Spektrum. Die Fluoreszenz wurde mit einem
Spektrum von 500-550 nm und 420-470 nm aufgenommen (Carl Zeiss Mikroskopie, LLC,
Filter Set 38 und 49). Die so aufgenommenen Bilder wurden nach Petrunkina et al. (12) auf
Tyrosinphorphorylierung untersucht. Pro Probe wurden 200 Zellen untersucht und der
Prozentsatz von jedem Farbemuster vermerkt.

Die Farbemuster wurden, angelehnt an Petrunkina et al. (38), in insgesamt sechs Kategorien
eingeteilt (sieche Abb. 3): Das Farbemuster TP (Tyrosinphosphorylierung) 1) zeigt nicht-
phosphorylierte Spermien mit einer Fluoreszenz um den Aquator. Firbemuster 2) stellt

tyrosinphosphorylierte Spermien mit Fluoreszenz am Mittelstiick dar, Farbemuster 3) zeigt
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zusétzlich das fluoreszierende Endstiick. Bei Féarbemuster 4) wurde nur der Spermienkopf
phosphoryliert. Das Farbemuster 5) zeigt eine Fluoreszenz am Kopf und am Mittelstiick, bei
Muster 6) sind der Spermienkopf und Spermienschwanz phosphoryliert.

(e
-

/_ TP3
\H

Abbildung 3: Farbemuster der Tyrosinphosphorylierung

TP 1 = nicht phosphoryliertes Spermium; TP 2 = tyrosinphosphoryliertes Spermium mit Fluoreszenz am
Mittelstiick; TP 3 = Fluoreszenz an Mittelstiick und Spermienschwanz, TP 4 = Fluoreszenz vom Spermienkopf;
TP 5 = Fluoreszenz von Kopf und Mittelstiick; TP 6 = Fluoreszenz zeigt sich am gesamten Spermium (38)

4. Statistik

Die Ergebnisse wurden mittels IBM SPSS statistics Version 24 (SPSS Ltd, Hong Kong) und
mit Excel kalkuliert. Die Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf
Normalverteilung gepriift. Als nicht-parametrischer Test wurde der Wilcoxon-Test gewihlt, da
die Datensétze zusammenhédngend sind. Die Ergebnisse werden, wenn im Text nicht anders
deklariert, als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Die Ergebnisse wurden dann als

signifikant gewertet, wenn der p-Wert 5 % unterschritten hat (p < 0,05).
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5. Ergebnisse

5.1. Kinematische Daten

Die Ergebnisse der Qualititsiiberpriifung der Spermien ergaben eine durchschnittliche
Spermienkonzentration von 227,1 +£178,5x 10%ml. Es konnte in den Proben eine
durchschnittliche Beweglichkeit von 90,0 +£8,2 % nachgewiesen werden und eine
durchschnittliche Vorwirtsbeweglichkeit von 85,3 + 12,8 %. Die Membranintegritit der
Spermien lag bei 91,7 + 5,1 % (n = 16). Die weiteren kinematischen Daten lagen allesamt im

Bereich der Norm.

5.2. Chlortetrazyklin-Assay

Insgesamt 7 Spermienproben wurden mittels Chlortetrazyklinassay beurteilt. Das Farbemuster
B, welches bereits kapazitierte Spermien darstellt, konnte zum Zeitpunkt der Beurteilung bei
542% + 17,1 % der beurteilten Spermien nachgewiesen werden. Ein Prozentsatz von
33,6 % £ 9,8 % der Spermien war zum Zeitpunkt der Beurteilung
unkapazitiert (Firbemuster F) und 4,9 % = 4,5 % hatten bereits die Akrosomenreaktion

(Farbemuster AR) durchlaufen.

Mittelwert Standardabweichung Standardfehler
Farbemuster B 54,2 % 17,1 % 17,1 %
Farbemuster F 33,6 % 9.8 % 3,7 %
Farbemuster AR 4.9 % 4,5 % 1,7 %
Abgestorbene Zellen 7,19 % - -

Tabelle 1: Unterteilung der CTC-Farbemuster
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5.3. Tyrosinphosphorylierung

In den Proben konnten insgesamt 18,7 % =+ 25,4 % tyrosinphosphorylierte Spermien festgestellt
werden (n = 8). Innerhalb dieses Prozentsatzes wurden die verschiedenen Farbemuster aus
Abbildung 3 (38) nachgewiesen. Das Fiarbemuster TP1 (nicht phosphorylierte Spermien) war
zu finden bei 6,1 % + 7,2 % der untersuchten Spermien. Die genaue Aufteilung in die einzelnen

Féarbemuster ist zu finden in Abbildung 5.
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Abbildung 4: Prozentsitze der einzelnen Tyrosinphosphorylierungs-Farbemuster
Datensétze gegeben in x = Standardabweichung (n =8)
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6. Diskussion

In dieser Arbeit wurden der Chlortetrazyklin-Assay und die Tyrosinphosphorylierung als
Nachweismethoden fiir kapazitierte Spermien verglichen. Da jede der beiden Methoden
unterschiedliche Vorgénge wihrend der Kapazitation untersucht, gab es bereits im Vorhinein
die Vermutung, dass die beiden Methoden nicht direkt vergleichbar sein werden.

Im direkten Vergleich zeigten zum Untersuchungszeitpunkt beim CTC-Assay 33,6 % + 9,8 %
der untersuchten Spermien das Firbemuster F (nicht kapazitiert) und bei der
Tyrosinphosphorylierung waren 6,1 % + 2,5 % der Proben nicht phosphoryliert. Zwischen
diesen Zahlen herrscht ein signifikanter Unterschied (p = 0,028).

Die Zahlen des Féarbemusters AR beim CTC-Assay lassen sich mit vorangegangenen
Forschungen vergleichen, bei dhnlichen Versuchen lag der Prozentsatz der Spermien, welche
bereits eine Akrosomenreaktion durchgemacht hatten, nach einer einstiindigen Inkubation
ebenfalls bei etwa 5 %. (10, 12)

Der Anteil an kapazitierten Spermien wurde in dieser Forschung nach einer einstiindigen
Inkubationszeit erhoben. Die Ergebnisse zeigten eine Wahrscheinlichkeit von p = 0,075. Laut
Visconti (2009) (3) unterteilen sich die Vorgdnge wihrend der Kapazitation in frithere und
spétere Schritte. Der Einstrom von Calcium in das Spermium und der damit verbundene Anstieg
an frei verfiigharen Ca**-Ionen in der Zelle zéhlen zu friiheren Ereignissen wihrend der
Kapazitation. (3) Die Tyrosinphosphorylierung findet erst im spateren Verlauf der Kapazitation
statt. Die ersten deutlichen Verdanderungen sind nach etwa 30 Minuten wahrnehmbar, nach sechs
Stunden zeigten sich bei Petrunkina et al. (2003) iiber 90 % der Spermien vollstindig
phosphoryliert. (12) Aufgrund dieser zeitlichen Unterschiede in den verschiedenen Abldufen ist
es naheliegend, dass der prozentuelle Anteil an kapazitierten Spermien mit sich zu diesem
Zeitpunkt der Kapazitation mit den beiden Methoden nicht vergleichen lidsst. Das Ca®" tritt
zuerst in das Spermium ein, gemeinsam mit HCOs.. Diese beiden Molekiile stimulieren eine
Adenylatcyclase, darauthin steigt cAMP an und die Proteinkinase A wird aktiviert. Wie bereits
erwahnt, fungiert diese nur als Enzym fiir Serin/Threonin, sorgt aber durch die Aktivation von
Tyrosinkinasen indirekt auch fiir die Phosphorylierung von Tyrosin. (4, 35) Betrachtet man
diese Vorgénge, ist es nur logisch, dass zu diesem frithen Zeitpunkt der Inkubation beim CTC-

Assay mehr Spermien als kapazitiert angesehen werden als bei der Tyrosinphosphorylierung.
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Bis die Tyrosinphosphorylierung in Gang kommt, dauert es ungefiihr 30 Minuten. Ca" stromt
ab der Sekunde in das Spermium, in der die Kapazitation beginnt. Somit konnen mit dem CTC-
Assay ab dem Beginn der Kapazitation Verdnderungen erfasst werden, mit der
Tyrosinphosphorylierung erst zeitverzogert.

Eine Limitation dieser Arbeit stellt sicherlich der kleine Stichprobenumfang dar (CTC-Assay
n =7, Tyrosinphosphorylierung n = 8). Ein Grofteil der ermittelten Werte, vor allem bei den
ermittelten Tyrosinphosphorylierungs-Farbemustern, weist eine hohe Standardabweichung auf.
Eine groBere Stichprobe wiirde vielleicht zu préziseren Ergebnissen mit einer geringeren
Standardabweichung fiihren. Andererseits sollte man auch individuelle Unterschiede zwischen
den Proben der verschiedenen Hunde im Hinterkopf behalten (12), da diese zu Ausreiflern in
den Ergebnissen fiihren und die Streuung der Standardabweichung beeinflussen konnen.
Weitere Begrenzungen ergaben sich im Zuge der Auswertung der Daten: die Untersuchung der
Spermien zu nur einem bestimmten Zeitpunkt zeigte auf, dass die so gewonnenen Ergebnisse
nicht direkt vergleichbar sind.

Aus dieser Beschrankung ergibt sich jedoch eine mogliche Weiterentwicklung der Forschung:
eine parallele Darstellung der beiden Methoden iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg, um die
Prozentsétze an kapazitierten Spermien kontinuierlich zu vergleichen. Hier wire vor allem ein
Vergleich der Werte am Ende des Kapazitationsvorganges von Interesse, um festzustellen, ob
beide Methoden mit einer dhnlichen Prozentzahl an kapazitierten Spermien die Kapazitation

abschlieflen.
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