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INLEIDING

1.1 Verminderde vruchtbaarheid

Van verminderde vruchtbaarheid is sprake wanneer bij een echtpaar met
kinderwens na een jaar nog geen zwangerschap i1is opgetreden. Het
percentage echtparen dat hiermee wordt geconfronteerd, wordt op 10%
geschat (MacNaughton, 1973; Aafjes en van der Vijver, 1976; Gottesman en
Bain, 1980). 1In ongeveer 20 tot 40 % van de gevallen is een niet normaal
functionerer wvam het mannelijk voortplantingssysteem de ocorzazk van de
onvervulde kinderwens (Aafjes en van der Vijver, 1976; Gottesman en Bain,
1980; Dubin en Amelar,1980).

In dit proefschrift wordt vrijwel alleen aandacht besteed aan
diagnostische en experimentele aspecten van het manneli jk
voortplantingssysteem. Men dient echter te bedenken, dat men eigenlijk
van verminderde vruchtbaarheid of orvruchtbaarheid wvan een bepaalde
relatie zou moeten spreken.

1.2 Historische aspecten van de kennis omtrent het
voortplantingssysteem bij de man

De eerste scherpzinnige waarnemingen betreffende de vruchtbaarheid
van het mannelijk zaad werden 3530 jaar voor het begin van onze jaartelling
beschreven deor Aristoteles, in zijn wverhandeling “Historia Animalium”.
Aristoteles meende dat gezond sperma troebel en wit zou meeten zijm.
Vruchtbaar sperma geplaatst in water zou moeten bezinken. Onvruchtbaar
sperma daarentegen zou gemakkelijker in water oplossen.

De kennis omtrent het mannelijk =zaad werd in 1677 door Van
Leeuwenhoek ingrijpend gewljzigd. Deze nam waar, dat er zich In het
sperma snel bewegende "klelnme diertgens” (of zaaddiertjes, later
zaadcellen genoemd) bevonden. Menig bicloog had zijn twijfels over de
juistheid van deze waarnemingen. Men vroeg zich af of deze verschijnselen
deel uiltmaakten van de normale samenstelling van het sperma en in hoeverre
deze diertjes levensvatbaar waren. Linnaeus beschouwde de zaaddiertjes
als 1levenloze materie (Tyler, 1967). Deze veronderstelling was gebaseerd
op een aantal hypothesen van Van Leeuwenhoek zelf. Gedurende de 5 jaar na



zijn gedenkwaardige oantdekking, bestudeerde Van Leesuwenhoek gelljkscortige
microscopische verschijnselen bij dierscorten. Hij kwam tot de conclusie
dat er op de &én of andere wijze onderscheid zou kunmen worden gemaakt
tussen vrouwelijke en mannelijke zaaddiertjes. Men meent vaazk oanterecht,
dat Van Leeuwenhoek hiermee bedoelde dat het geslacht van het zaaddiertje
aan de hand van de vorm herkend kon worden (Schierbeek, 1%63). De
sperma-diertjes werden door hem in de uterus van een hond teruggevonden.
Hij veronderstelde dat de elcel nooit de uterus kon Dberelken, omdat de
eileider te nauw zou zijn. Men meende destijds immers, dat de follikel
zelf de eicel was (Schilerbeek, 1963). Zodoende kon Van Leeuwenhoek tot de
conclusie komen, dat de foetus afkomstig is van &&n enkel zazddiertje.
Bewi jzen kon Van Leeuwenhoek deze theorie mniet. Hoewel hij =zich er wvan
bewust was, dat uit slechts eéan of twee zaaddiertjes tegelijkertijd
nakomelingen voortkwamen, kon hij geen verklaring wvinden  voor de
aanwezigheld wvan “duizenden" zazddiertjes in &én enkel ejaculaat (1683).
Hij vergeleek dit verschijnsel met het selectieve ontstaan van €én enkele
appelboom uit wvele zaden. De wortel van de jonge appelboom maakt het
andere potenti&le bomen onmogelijk zich te ontwikkelen.

De befaamde 182 esuwse experimenteel biocloog Spallanzani (1776) was
er van overtulgd dat de foetus a2l voor de bevruchting, in zijn geheel in
het wvrouwelijk lichaam aanwezig was. Dit was  echter niet in
overeenstemming met de resultaten wvan &&n van zijn belangrijkste
experimenten. Hij toonde namelijk aan dat inseminatie met zaadcelvrij
sperma—filtraat geen bevruchting tot gevolg had. Daarmee toonde hij aan,
zonder zich daar bewust van te zijn, dat de =zaadcellen de bevruchtende
organismen uit het sperma waren. Pas een eeuw later werden deze gegevens
door enkele biologen op de juiste wijze geinterpreteerd.

In een correspondentie {1771) met de eminente bicloog Charles Eonnet
uit Genéve wvat Spallanzani de betekenis van de zaaddiertjes in drie
keraproblemen samen (sloisi, 1574): Waar komen ze vandaan?  Hoe planten
ze zich voort? Waar dienen ze voor? Spallanzani meende dat vergelijkbare
diertjes in water en in vissen konden worden waargencmen. Hij opperde de
mogelijkheid dat een aantal van de op wormpjes gelijkende zaaddiertjes van
Insecten afkomstig was, maar kon dit =niet met feiten staven. Bonnet
daarentegen meende dat de wormpjes uit het bloed kwamen. De juiste
conclusies uit Spallanzani*s filtraat-experimenten werden door Prevost en
Dumas 1n 1824(a en b) en door Newport (1833) getrokken. De meeste
wetenschappers echter veronachtzaamden deze gegevens. Pas door Hertwig
{1876) en TFol (1877 2 en b) werd aangetoond dat de zaadcel de eicel
binnendringt. Hierna werd de betekenls wvan de zaadcel voor de



embryo-ontwikkeling, algemeen aanvaard.

1.3 Ocrzaken en therapie van verminderde vruchtbaarheid bij de man

Het is niet =zdinvol om het Dbevruchtend vermogen van ¢&¢n  enkele
geisoleerde menselijke zaadcel te bepalen. Bij de paring komen er immers
niet enkele, maar tussen de 5 en 500 miljocen zaadcellen in het vrouweliljk
organisme terecht. Een bevruchtingsbepaling van zaadcellen is daarom
gebaseerd op waarschijnlijkheidsanalyses van de samenhang tussen
karakteristieken van het sperma en het aantal optredende zwangerschappen.

Ocrzaken van verminderde vruchtbaarheid en resultaten van therapie
zljn eveneens moeilijk exact te omschrijven. De reden hiervan werd dertig
jaar geleden door Tyler (1951) op treffende wijze onder woorden gebracht;
"the aumerous constitutional and loczl conditions that can affect
fertility of both partners are so diversified that in any critical
analysls it 1s difficult to know where to start and when to stop.”
Talrijke therapeutische hulpmiddelen voor de behandeling var de man zijn
sindsdien voorgesteld. Deze blijken slechts sporadisch succes te hebben.
De situatie is sinds de uitspraak van Tyler vrijwel ouveranderd en werd
deor Gottesman en Bain (1980) als volgt samengevat; "...our understanding
of the various facets of male subfertility remains rudimentary.”

De mannelijke vruchtbaarheid kan verminderen  als gevolg van
infecties, =zoals ounsteking wvan de testikel (orchitis), onsteking van de
prostaat en de zaadblazen (prostatovesiculitfs) en geslachtszlekten. ok
kunnen vruchtbaarheidsproblemen ontstaan als gevolg van een vaatopzwelling
(varicocéle), door chromosomale afwijkingen, door het nilet of onvoldoende
indaler wvan de testikels (cryptorchisme), door hormounale factoren, door
obstructieve azodspermie (geen zaadcellen aanwezig in het ejaculaat) of
oligospermie (te weinig zaadcellen aanwezig in het ejaculaat, 1.5.1), en
door lmmunologische factoren (Dubin en Amelar, 1971; van Zyl et al.,
1975; Aafjes en van der Vijver, 1976; Gottesman en Bain, 1980). Bij het
merendeel van dergelijke patiénten worden afwijkingen gevonden bij het
sperma—-onderzoek. Andere factoren die ook een invlced hebben op de
bevindingen bPij het sperma-onderzoek =zijn stress, voeding, trauma,
allergische factoren en verdovende middelen (Van Zyl et al, 1976).



1.4 De functie van het sperma—onderzoek

De drie belangrijkste parameters bij het sperma—onderzoek zijn
zaadcelcoucentratie, zaadcelvorm (zaadcelmoxfologie) en
zaadcelbeweeglijkheid (Katz, 1981). Deze factoren hangen onderling en met
de wvruchtbaarheid samea (Tyler, 1953; Eliasson, 1973; Amelar, 1980).
Dit betekent nilet dat er een absolute velatie bestaat tussen de uitkomst
van een spermaz-onderzoek en de kans op nakomelingschap van een bepaalde
man. Zo zija er voorbeelden van patiénten met zeer  lage
zaadecelconcentraties, die wel een zwangerschap verocorzsken, terwljil
anderen met “normale” =zaadcelconcentraties, mnooilt eea nakomelingschap
verwekken.

Het routine sperma-onderzoek kan wordem wuitgebreid, door  het
percentage levende =zaadcellen te bepalen en vast te stellen of er
voorstadia van zaadcellen of andere cellen in het ejaculzat voorkomen,
welke kunmen wijzen op infecties of op een varicocele (Macleod, 1964;
1971 a en b). Ook kan aandacht worden besteed aan de klontering van
zaadcellen (aggregratie, =zie 5.4 en 5.5}, de vloeibaarheid (viscositeit)
en de zuurgraad van het spermaplasma en de concentraties van stoffen
daarin aanwezipg (Eliasson, 1%73; hoofdstuk 7 en 8).

Sommige onderzoekers geven de veorkeur aan eea Dbestudering van de
doordringbaarheid wvan wmenselljk baarmoederhalsslijm wvoor =zaadcellen
(Kremer, 1968). Zo kan de in het lsboratorium nagebootste penetratie van
het baarmoederhalsslijm (cervixslijm), gekwantificeerd door middel van een
doordringbaarheids~of penetratiemeter, als een hulpmiddel worden gebruikt
om te veoorspellen of kunstmatige inseminatie moet worden toegepast via de
baarmoeder dan wel via de baarmoederhals (Kremer, 1965 en 1980). De
penetratie van cervixslijm hangt samen met het percentage normale en
beweeglijke zaadcellen. Indien de zaadcelconcentratie hoger is dan 35
miljoen per milliliter en indlen het cervixslijm mormaal doordringbaar is,
kan de uitslag van de cervixslijmpenetratie met grote zekerheid voorspeld
worden aan de hand van een volledig sperma-onderzoek (Hafez, 1973; David
et al, 1979). Dit betekent dat de cervixslijmpenetratietest bij het
onderzoek van de man nilet als een onafhankell jke parameter kan worden
beschouwd.

Het is vaak niet mogelijk om zan de hand van het sperma-onderzoek
vast te stellen welk orgaan de in het sperma aangetoonde afwijking(en)
veroorzazkt. Zo kan het functioneren van de testikel wel door bestudering
van gén stukje testisweefsel worden gekwantificeerd bij met name
oligosperme mannen. De prognese van de vruchtbaarheid op basis van de



kwantificatlie van testisweefsel, is echter alleen bilj een geringe kans op
een zwangerschap effectief (Johmson, 1970; szfjes et al, 1978). Uit
onderzoek van Azfjes en medewerkers (1978) bleek, dat de verhouding tussen
de testisweefselscore en de kans op een zwangerschap, bij een groep
oligosperme mannen niet samenhing met hormoonconcentraties of
karakteristieken van het spermaz—onderzoek. Blijkbaar kunnen de zaadcellen
tijdens het verblijf in de bijbal (epldidymis) of deoor menging met de
vloeibare compenent van het sperma (spermaplasma), veranderen. Mede
daardoor geeft het sperma—onderzoek minder directe informatie omtrent de
werking van de testikel, dan een blopsie-score.

Er bestaat geen methode voor de evaluatie van de epldidymis-functie
(Eliasgon, 1973; van Dop en Schoysman, 1981). 0ok bepalingen van
chemische componenten aanwezig in het spermaplasma geven geen uitsluitsel
betreffende de vruchtbaarheid (hoofdstuk 7 en 8).

1.5 Standaardiseriung en normalisering van sperma-onderzoek

1.5.1 Zaadcelconcentratie

Alleen na een succesvolle kunstmatige inseminatie, kan van
"vruchtbaar” sperma worden gesproken. Vaak wordt onterecht gemeend dat de
aanwezigheld van grote hoeveelheden zaadcellen in het sperma een bewijs is
van vruchtbaarheid.

Lode (1891) was de eerste die zaadceltellingen verrichte. Hij deed
dat voornamelijk met ejaculaten van honden, wmaar hij bestudeerde ook
regelmatig het ejaculaat van &éun man. Daarbij nam hij grote verschillen
waar tussen de ejaculaten van dezelfde proefpersoon. In 1929 werd voor
het eerst de zaadcelconcentratie bij een grote groep mannen systematisch
vastgesteld (Macomber en Sanders). Deze onderzoekers concludeerden, dat
mannen met minder dan 60 miljoen zaadcellen per milliliter mniet absoluut
onvruchtbaar waren. Wel concludeerden zij dat de vruchtbaarheid in
vergelijking tot mannen met hogere zaadcelconceatraties, Llager was.
Macomber en Sanders stelden daarom dat de =zaadcelconcentratie een
hulpmiddel was bij de diagnose en de prognose. Sindsdien is gebleken dat
de definitle wvan oligospermie niet alleen kliniekgebonden maar ook
tijdsgebonden is (figuur 1.1). In de vijftiger jarem werd bij 60 miljoen
zaadcellen per milliter al gesproken van een oligospermie. Tegenwoordig
beschouwt de meerderheid wvan de klinici 20 miljoen =zaadcellen per
milliliter zls limiet. Bij 5 miljoen zaadcellen per milliliter of minder,
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Figuur 1.1 Oligospermie—criterium sinds 1929.

wordt van exnstige oligospermie gesproken.

De betekenis toegekend aan de zaadcelconcentratie is de lzatste jaren
verminderd. Statistieken hebben aangetoond dat er bij de grote groep
patiénten met ean zaadcelconcentratie tussen de 3 en 60 miljoen per
milliliter geen samenhang bestaat tussen de concentratie en de
vruchtbaarheid (Smith et al, 1877; Aafjes et al, 1978).

1.5.2 Zaadcelmorfologie

Hoewel er overeenstemming  bestaat, omtrent de ideale wvorm
{figuur 1.2) van de normale mensell jke zaadcel, is het moeilijk om het
nermaalbegrip te Dbegrenzen en een sSysteem van  abnormaliteiten te
¢classificeren (Freund, 1968; Moench en Holt, 1931). Het is niet
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duidelijk, welke afwijkingen gevolgen hebben voor de vruchtbaarheid en in
hosverre een percentage abnormale zaadcellen in verminderde vruchtbaarheid
resulteert (figuur 1.2). Morfologische abnormaliteiten worden bij iedere
man aangetroffen.

Een correlatie tusséen morfologische abnormaliteiten en
onvruchtbaarheid wordt waargenowmen in die zeldzame gevallen, welke
gekenmerkt zijn deoor afwijkingen die 1n alle =zaadcellen voorkomen.
Voorbeelden hiervan zijn de afwezigheid van het acrosoom (Schirren et al,
1971; Pedersen en Rebbe, 1974; =zie 2.1}, bedekking van de zaadecelkop
door cytoplasma (Renléri, 1974) en de afwezigheid van functionele
staartstructuren, waardoor de zaadcel onbeweeglijk wordt (Pedersem et al,
16713 Ross et al, 1973). Meestal bevinden zich in sperma zaadcellen met
verschillende abnormaliteiten.

1.5.3 Zaadcelbeweeglijkheid

De totale afwezigheid van  beweeglijkheid van zaadcellen
(necrospermie} 1in een ejaculaat 1is een relatief zeldzaam verschijasel
(Harvey en Johnson, 1945). De zaadcellen bewegen nooit aliemaal en de
bewegende verplaatsen =zich niet op dezelfde wijze. Beweeglijkheid wordt
meestal in twee kwantitatieve parameters uitgedrukt: het aantal bewegende
zaadcellen (percentage beweeglijkheid) en de wijze van progressie (ook wel
kwalitatieve beweeglijkheid gencemd). In verband met het wvaststellen wvan
normaalwaarden, 1is het van belang, dat de beweeglijkheid objectief en
kwantitatief wordt bepasald (Amelar et al, 1980; XKatz, 1981).

De beweeglijkheid verandert in de tijd na ejaculatie (Makler, 1979a;
Makler en Zaldise et al, 1979) en wordt beinvloed door de
omgevingstemperatveur (Miliigan et al, 1979). De zaadcellen Lkunnen in
spermaplasma of dIn een medium met een constante samenstelling worden
bestudeerd. Bij microscopische schatting van de kwantitatieve
beweegli jkheid speelt de ervaring en de concentratie van de waarnemer een
belangrijke rol. Uit objectieve meetmethoden blijkt dat microscopische
schatting wvan beweeglijkheid zeer subjectief is (hoofdstuk 3). Daar aan
de bepaling wvan de beweeglijkheid grote klinische waarde  wordt
toegeschreven, is het noodzakelijk de meetmethoden te objectiveren (1.8).



1.5.4 Indexering van het sperma-onderzoek; de zogenaamde
vruchtbaarheidsindex

Het vastleggen van de resultaten van het sperma~onderzoek in é&én
enkele maatgevende  factor of index is gebaseerd op vergchillende
voorkeurprineipes. Door Eliasson (1971) werd bijvoorbeeld een score
ontwikkeld, ult 4 belangri jke factoren, namelijk beweeglijkheid,
concentratie, morfologie en aggregratie. Via een logaritmische schaal
worden deze factoren gegradeerd en bij elkaar opgeteld. Elke factor weegt
zodoende even “zwaar”. Het is de vraag welke criteria gebruikt moeten
worden om her “gewicht™ van de verschillende factoren te bepalen.

Het is niet aangetoond dat dergelijke indexen klinilsch wmeer wvan
belang =zijn dan een evaluatle van afzonderlijke factoren. Elke index is
beperkt omdat niet met aparte oorzakelijke factorem rekening kan worden
gehouden.

1.6 Doel van het in dit proefschrift beschreven onderzoek

Hoewel uit het voorafgaande is gebleken, dat het sperma-onderzoek
voor de evaluatie van de vruchtbaarheid van de man onentbeerlijk is, kan
er, behalve in speciale gevallen zozls bilj azobspermie, geen absolute
uitspraak worden gedaan over de prognose van de kans op nakomelingschap,
aan de hand van het sperma-onderzoek alleen. De meeste factoren die bij
het sperma—onderzoek worden gemeten, gaan aan de werkelljke functie van de
zgadcel voorbij. Het iInterne metabolisme van de zaadeel, de chromosomzle
samenstelling wvan de =zaadcel en thet bevruchtingsproces worden in het
sperma-onderzoek nlet betrokken.

Het in dit proefschrift beschreven onderzoek 1s er in de eerste
plaats op gericht de Interactie tussen eicel en =zaadcel in
laboratoriumomstandigheden (in vitro) te kwantificeren. Een toepassing
van een dergelijke diagnostische test word: belemmerd door een tekort aan
menselijke eicellen. Om deze beperkende factor te vermijden, werd nlet de
menselijke eicel, maar de hamstereicel gebruikt. De interactie tussen
speciaal voor dit doel geisoleerde en gemanipuleerde hamstereicellen ¢n
humane zaadcellen wordt in paragraaf 1.7 en in hoefdstuk 2 besproken.

In de tweede plaats is dit onderzoek gedaan om relaties tussen het
spermag-onderzoek en de in vitro bevruchting te bestuderen. Cmdat
sperma-onderzoek voor eem deel berust op subjectieve criteriz, werdean de
concentratie en de beweeglijkheid door middel van een semi—automatische



methode objectief bepazld. De beweeglijkheid werd fotograflsch vastgelegd
(met behulp van meervoudige belichtingsfotografie) en de afbeeldingen
werden door mliddel wvan computertechnieken verwerkt (1.8 en hoofdstuk 3).
De vraagstellingen die behandeld worden betreffende de betekenis, de
betrouwbaarheid en de toepasbaarheld van de hamstereiceltest, kunnen als
volgt worden samengevat:
1. Klinische bruikbaarheid van de  hamstereiceltest (hoofdstukken
2,4 en 5).
@ in hoeverre ig de hamstereiceltest een diagnostisch hulpmiddel?
@ wat 1s de relatie tussen de uitslag van de test en de kans op een
zwangerschap?
@ wat is de relatie tussen het in vitro bevruchtend vermogen en andere
semen-factoren?
2. Experimentele bruikbaarheid wvan de hamsterelceltest en van de
semi~automatische kwantificering van beweeglijkheid (hoofdstukken
3, 6, 7 en 8).
@ Wat is de invloed van verschillende iavries—en ontdooci-technieken op
het in vitro bevruchtend vermogen?
©® Bestaan er redenen om de hamstereliceltest in sperma—-banken toe te
passen?
@ Wat is het effect van "pathologisch" spermaplasma op zaadcellen van
-mannen met “normaal” spermaplasma en omgekeerd?
© Wat 1s het effect van gefractioneerd opvangen van ejaculaat (split
ejaculaat) op de eigenschappen van de zaadcellen en op het in vitro
bevruchtend vermogen ervan?

1.7 1In vitro bevruchting

1.7.1 Historische aspecten van de in vitro bevruchting bij
zoogdieren

De geboorte van Louise Brown in juli 1978 ip Engeland werd met grote
belangstelling gevolgd, omdat zij de eerste baby was, die door middel van
een in vitro bevruchting verwekt werd. Dat was gebeurd door de eicel wvan
de moeder, buiten het lichaam {in vitro), in contact te brengen met de
zaadcellen van de vader. Het in het laboratorium gekweekte embryc werd na
enige dagen In de uterus teruggetransplanteerd, waar het zich ontwikkelde
tot een mormzle foetus (Steptoe en Edwards, 1978). Hoewel dit voor de
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experimentele embryologie een historisch heogtepunt was, mag niet worden
voorbijgegasn aan ander onderzoek, zonder welke de "in vitre bevruchting”
van de meuselijke elcel, niet mogelijk zou zijn. De huldige status van de
experimentele embryclogie 1s onder andere een gevolg van de voorultgang,
die door celbiologen is geboekt, wmet nzme op het gebled van de
kweekcultuur. De eerste primitieve kweelmedia die voor konijne-eicellen
werden gebruikt, bestonden ult een mengsel van kippe—embryo extract en
bloedplasma (Pincus, 1931). ZLater werd aandacht besteed aan de buffering
van het kweeksysteem, aan de toevoeging van energiebronnen en eiwitten,
aan de pH en a2an de OZ—Spanning.

Door Van Beneden werd bevruchting voor het eerst op cellulair mniveau
bestudeerd bij het konijn (volgens Thibault, 1969). YMeer dan en eeuw
geleden werd door de Weense embryoloog Schenk (Thibault, 19659; Seitz et
al, 1973) de eerste in vitro bevruchting van een zoogdiereicel beschreven.
Deze suspendeerde eicellen van konijnen en cavia®*s in een wmengsel wvan
cervixslijm en baarmoederslijmvlies en bracht ze in contact met zaadcellen
afkomstig van de epididymis. Bij beschreef de vorming wvan  een
poollichaampje en het optreden van klieving. Enige jaren later, in 1893,
beschreef Omancff in een brief een aantal experimenten met eicellen van
konijonen en cavia’s. Na de eicellen in vitro bevrucht te hebben, nam deze
onderzoeker  ontwikkeling tot het  8-cellige stadium  waar. Na
transplantatie in de buikholte zou zelfs een verdere ontwikkeling zijn
waargepomen. De experimenten van Schenk en (nanoff konden deor anderen
niet bevestigd worden (Thibault, 196%9). De eerste uitveoerig beschreven in
vitro bevruchtingsexperimenten dateren uit de dertiger Jaren (Pincus en
Enzmann, 1934, 1935 en 1936). Men neemt aan dat ook bij deze experimenten
(Thibault, 1969; Whittingham, 1979), geen werkelijke bevruchting heeft
plaats gevonden, omdat niet aan de criteriz van bevruchting werd voldaan
(2.4).

Bevruchting is een proces, waarbij cytoplasmatische fusie en
chromosomale vereniging wvam 2 celleun, een eicel en een zaadeel, plaats
vindt (Austin, 1965). De eicel verandert daardoor op een karazkteristieke
wijze. Normale bevruchting kan alleen dan worden aangetoond, indiem men
de structurele veranderingen die na en tijdens bevruchting optreden, kan
onderscheiden van abunormale bevruchting of eiceldegeneratie (2.4). Alleen
een histologische controle wvan de eicel kan mnoodzakelijke informatie
betreffende het wel of niet optreden wvan bevruchting geven. Ben
dergeli jke controle werd voor het eerst voorgesteld door Smith inm 1951.
Het meest betrouwbare criterium voor een bevruchting is een nakomeling,
die verkregen is door transplantatie van  het enbryo ina  het
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preimplantatie-stadium in de (gast)moeder. Het eerste zoogdier dat
zodoende werd verkregen, was een konijn (Chang, 195%). Sindgdien 1is in
vitro bevruchting tot stand gekomen bij meer dan 10 verschillende soorten,
waaronder de rat, de muis, de hamster en de azp (Whittingham, 1975).

1.7.2 In vityro bevruchting van de menselijke eicel

De eerste pogingen om humane eicellen te bevruchten daterem uit 19544
(Roeck en Menkin). De eicellen wexden geisocleerd uit de follikels van
chirurgisch verkregen ovaria. Ongeveer 140 eicellen werden aan zaadcellen
blootgesteld. Na een dag kweken bleken enige elcellen meercellig te zijn
geworden. Van één van deze '

‘embryo’s” werden histologische coupes gemaakt
{Menkin en Rock, 1948). Hoewel bevruchting niet kan worden ultgesloten,
is het waarschijnli jker dat deze eicellen zich spontaan hadden ontwikkeld
(parthenogenese) of pgefragmenteerd waren (Thibault, 1969; Seitz et al,
1973; Blandau, 1580). Ook Shettles nam klieving waar (1953, 1955), maar
onderzocht de elcellen niet histologisch. Hayashl toonde in 1963 azan, dat
klieving of schijn—klieving (fragmentatie) ook =zonder interactie met
zaadcellen kan plaatsvinden (Seitz et al, 1973). Het aantal kllevingen
nam toe, indien er zaadeellen aan de geincubeerde eicellen werden
toegevoegd. Boewel Edwards en medewerkers in 1966 en in 1969 de vorming
van pronuclel beschreven, werd pas in 1971 wvoor het eerst histclogisch
bewijs van bevruchting van een menselijke eicel geleverd (Edwards, 1971).
Het zou zeven Jaar durea, alvorens de eerste “reageerbuisbaby™ werd
geboren. Sindsdien staat de in vitro bevruchting als een mogelijke vorm
van therapie bij onvruchtbaarheid als gevelg van ellelderdefecten in het
middelpunt van de belangstelling.

1.7.3 1In vitro bevruchting en dilagnostiek

Qverstreet en Hembree (1976) gebruikten niet-gerijpte menselijke
ejicellen afkomstig wvan autepsie-materizal om de eischilpenetratie van
zaadcellen re bestuderen. Zij toonden aan, dat zaadcellen van vruchtbare
mannen vaker de eischil penetreerden dan zaadcellen van onvruchtbare
mannen. Degeneratie wvan het eicelcytoplasmz bemoeilijkt echter de
waarneembaarheid van de gepenetreerde zaadcel. Hoewel dit bezwaar wordt
opgeheven door voorzfgaande plaatsing wvan de eicellen in een
hyperosmotische =zoutoplossing, waardoor het cytoplasma krimpt, wordt
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toepassing van deze methode op grote schaal nlet wmogelijk  geacht
(Yanagimachi et al, 1979; Overstreet et al, 1980).

1.7.4 Heterospecifieke bevruchting en diagnostiek

Bestudering wan het 1n wvitro bevruchtend vermogen wvan  humane
zaadcellen kan aanzienlijk worden vergemakkelijkt, indien de humane eicel
zou worden vervangen door een andere (el)cel. Zoogdiereicellen hebben het
voordeel dat ze +viz hormonale stimulatie in aanzienlijke hoeveelheden
verkregen kunnen worden. Eischillen van  intacte zoogdiereicellen
gesuspendeerd in eean oplossing van humane zaadcellen komen wel met de
zaadcellen in aanraking, maar worden echter nuniet door de =zaadcellen
gepenetreerd (Yanagimachi et al, 1976).

Dit probleem kan met behulp van twee technieken worden opgelost. In
de ecerste plaats kan men menselijke zazadcellen fuseren met somatische
cellen. Dit kan spontaan of met behulp van stoffen wordem Dbewerkstellipgd
(Brackett et al, 1971; Bendich et al, 1974). Een dergelijke activatie
van de zaadeel kan decondensatie van chromatine en  synthese van
nucleinezuren opwekken (Elsevier en Ruddle, 1976). Het proces dat tot
deze zaadcelfusie Leidt is echter niet gelijlkwaardig aan bevruchting. Het
merendeel van de fusies komt namelijk niet via membraanfusie tet stand,
maar via directe opname (fagocytose) van de zaadcel in de cel (Phillips et
al, 1976). Eveneens 1s door electronenmlicroscoplsch onderzoek aangetoond,
dat de incorporatie van de zaadcel, die wel via een membraanfusie tot
stand komt, verschilt van het normale bevruchtingsproces {van Meel, 1980).

in de tweede plaats kan de menselijke zaadcel worden geactiveerd door
middel van de interactie met eischilvyije hamstereicellen (Yanagimachi et
al, 1976). Gezlen de unieke combinatie van de gametea wordt deze test ook
wel de “"Humster assay” gencemd (Binor et al, 1980). In tegenmstelling tot
de somatische celfusie £is dit een activatie wvan de zaadcel, die
overeenkomsten vertoont met die welke tijdens normale bevruchting
optreedt. De tijd die nodig is om de wveranderingen in de menselijke
zaadcellen te induceren na deze in contact te hebben gebracht met de
hamstereicellen, is vergelijkbaar met de tijd die nodig is om menselijke
eicellen te bevruchten. Niet =alleen decondensatie van de zaadcel kan
worden waargenomen, maar ook de vorming van de mannelijke pronucleus en in
een incidenteel geval wetafase-chromosomen. Tijdens deze "bevruchtinmg”
verdwijnen de celpartikels die zich onder de eicelmembraan bevinden
{corticale granulae). nit wordt ook Dbij normale eicelactivatie

13



waargenomen (Yanagimachi et al, 1976). Barros en medewerkers (1979)
toonden tevens aan, dat de verdeling wvan het zaadcelchromatine en de
vorming van mannelijke pronucleaire nucleoli, vergelijkbaar is met
processen die plaatsvinden bij uormale homologe bevruchting. Ook na
microchirurgische injectle van de zaadcelkop kan decondensatie worden
verkregen in dit systeem (Uehara ea Yanagimachl, 1976).

De vorming wvan chromosomen bimnen het cytoplasma van de hamstereicel
biedt de geneticus de mogelijkheld de chromosomale samenstelling van de
zaadcellen te onderzoeken (Rudak et al, 1978). Een probleem blj de
uitvoerbaarheid hiervan is de verhoogde kans op bevruchting door meer
zaadcellen (polyspermie), waardoor reuming van chromosoomcondensatie
optreed (Rudak, 1981). Daarnaast is het van belang de relatie tussen
uiterlijke manifestatie wvan eigenschappen en de potentieel aanwezige
elgenschappen van zaadcellen nader te onderzoeken.

Heterospecifieke bevruchting is ook waargenomen 92a iacubatie van
cavia-, ratte-, varkens-, en mulze-zaadcellen enerzijds en naakte
hamstereicellen anderzijds (Yanagimachi en Nada, 1970; Hanada en Chang,
1972 en 1976). Vooralsnog is niet aangetoond dat de hamsterelcel door een
eicel van een ander laboratoriumdier kan wordea vervangen. Incubatie wvan
menselijke zaadcellen met mnaakte ratte- en muize-eicellen, waarvan de
elschil enzymatisch of mechanisch is verwijderd, resulteert niet in een
binding.

1.8 Het kwantificeren van zaadcelbeweegli jkheid

Menselijke zaadcellen bewegen volgens bepaalde patronen. De nermale
voorwaartse progressie volgems een rechte lijn, wordt het roterende
patroon gencemd (Jaszezak et al, 1976). Hierbij draait de gehele zaadcel
rondom zija  lengte-as. Golfbewegingen met een kleine amplitude
verplaatsen zich langs de zaadcelstaart. Rotatie wvindt vrijwel niet
plaats, indien de zaadcel asymmetrisch i1s of een cytoplasmatische druppel
bezit. Onregelmatige progressie zonder rotatie wordt waargenomen, als de
zaadeelstaart snel vibreert ("darting”). Men  spreekt over
nlet-progressieve beweeglijkheld, indien de zaadcelstaart heen en weer
trilt met een variabele frequentie en de kop onbeweeglijk is of indien de
zaadcelstaart onbeweeglijk is en de kop vibreert. Eem overzicht van de
wijze en het mechanisme van voortbeweging wordt gegeven in een aantal
publikaties (Mitchell et al, 1976; Katz en Overstreet, 1979; Amelar et
al, 1980).

14



ST

techniek gezeten waarden en elgenschappen voordelen nadelen referenties
directe microscopische gubjectieve indruk & snel o onbetrouwbaar Eliasson, 1973
waarneming & goedkoop & controle achteraf omogelijk

fdem en tiildopname
spectrofotonetrie
turbidinetrische

spectrofotogratie

optisch doppler effect

ultraviolet absorptie

videsnicregratie

pemi-automatische
videomicrografie

cinematogratie
{hoga spoelenelheld)

enkelvoudige
belichtingsfotograiie

peervoudige
nelichtingsfotogratie

reervoudige
Lelichtingsfotografie
en seml-automatische
verwetking

tijd die nodig is om
vaste afstand af te leggen

zaadcellen doorkruisen
optische straal

meet spectrofotografisch
verschil na opzvermen

registreert de sprelding
van licht

beeld na beeld ververking
van zaadceksporen

computer gestuurde
scanning

meet afgelegde afstand

@ neet afgelegde afstand
o peet wijze van progressie

enkelvoudige stroboscopischa
opname {kralensnoersporen)

o idem
& XY-tablet slaat gegevens
op in computergeheugen

weet snelheld

ecnvoudlg

meet beweeglijke zaadcellen

snel

@ relatief goedkoop
@ gemakkelijk

geheugen voor opslag van gegovens

meet golflengte en
amplitude van de staart

@ eenvoudige opslag van gegevens
o meet gnelheld

@ ldea

o onverdund sperma

o ditidelljke hesldvorning
o gemakkekilk

@ snel

& reproduceerbaar

@ zeet wijze van progressie

& geautamatiseerde opslag van
gegevens

alleen snelheid van
individuele zaadcellen

o geen beweeglljkheidspatroon
@ geen individuele cellen

iden

& concentratle afhankelijk
o geen individuele cellen

geen individuele cellen

@ onpraktische opslag gegevens
o wijze van progressie wordtb
nlet objectief becordeeld

o duur

@ overschat percentage
beweeglljkheid

@ geen directe koppeling tua-
sen preparaat en Computer

& duur

& tijdrovend

sparen moeillijk herkenbaar

8 tijdrovende berekeningen
oceet wijze van progressie
niat

@ afhankelijk van computer-
aysteen

9 geen direcke keppeling tussen
preparaat en cooputer

Mitchell et al., 1976
Relson, 1972:

Atherton, 1979

Atherton, 1979

Jouannet et al., 1976

en 1979; Bexge et al, 1967

Timourian en Watchmaker,
1970,

¥atz en Overstreet, 1931

Amann, §1977

Rikmenspoel et al., 1973;
van Duyn et ak,, 1971

Rotschild, 1953
Overstreet et al,, 197%

Makler, 1978 en 19080a

Makler, Tatcher et al.,
1980; hoofdstuk 3

Fabel 1.1 FEen overgicht van de technieken voor het vaststellen

menselijke saadeellen.
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Het subjectief bepalen van beweeglijkheid resulteert wvaak din
onverklaarbare verschillen tussen sperma-onderzoeken. it kan
bijvoorbeeld de evaluatie van het effect wvan therapie bemoeilijken.
Amelar en anderen (L980) hebben dit als volgt beschreven; "The subjective
nature of visual assessment of motility is a persistent problem for those
engaged In the elinical evaluation of the lnfertile male.” Daarcm streeft
menig klinicus naar een objectivering van beweeglijkheid. Dat betekent
dat er geavanceerde optische en electronische instrumenten gebruikt moeten
worden.

Beweegli jkheldskarakteristieken kuunen op verschillend niveau, met
een toenemende detzillering worden vastgelegd. Zo kan bijvoorbeeld de
zazadcelstaart-frequentie worden berekend. De meeste methoden werken
echter op het niveau wvan zaadcelpopulaties, waarbij het percentage
beweegli jkheid en de gemiddelde snelheid worden berekend. Voor de
klinische evaluatie van de bewseglijkheid en voor de bestudering wvan
effecten van farmacologische substanties, is dit niveau voldoende. 1In
tabel 1.1 is een  beknopt overzicht gegeven van de belangrijkste
experimentele technieken. In hoofdstuk 3 wordt verder ingegaan op een
aantal van deze technieken.

i6



HOOFDSTIUK 2

METHODOLOGISCHE EN CELBLOLOGLISCHE ASPECTEN VAN DE HAMSTEREICELTEST

2.1 Capacitatie en acrosocom-reactie

Na ejaculatie ondergaan de gameten fysiologische, biochemische en
morfologische verarnderingen, die capacitatie en acroscom-reactie worden
genoend (Austin, 1952; Austin en Bishop, 1938).

2.1.1 Capacitatie

Boewel de moleculaire basis nog dient te worden onderzocht, neemt men
aan dat capacitatie op de volgende wijze plaats vindt: het
zaadceloppervlak is bedekt met substanties, die tijdens het wverblijf in
het vrouwelijk organisme of in een andere spermaplasmavrije omgeving
veranderen of verdwijnem. Dit zou tot gevelg hebbemn dat de
zaadcelmembraan destabiliseert (Bedford, 1968; Oliphant en Brackett,
1973), ofwel dat specifiecke receptoren vrij komen te liggen, die een
interactie kunnen ondergaan met complementaire receptor-substanties van de
eicel (Piko, 1967, 1969). De stoffen die aanwezig =zijn op de
zaadcelmerbranen =zouden afkouwstig =zijn uwit de epididymis of andere
secundaire geslachtsorganen (Yanagimachl, 1977). De  capacitatietijd
varieert per dierscort (Yanagimachi, 1977). Voor muize-zaadcellen is
deze ongeveer 10 minuten (Hoppe en Pitts, 1973), terwijl menselijke
zaadcellen, in contact gebracht met menselijke eicellen in vitro, pas na
minimaal 2 uyur kunnen bevruchten (McMaster et al, 1978). Deze tijdsduur
kan worden verkort indiem de zaadcellen met cervixslijm in contact worden
gebracht (Overstreet et al ,1980B). De capacitatietijd wordt beinvloed
door de osmolariteit (Barres et al, 1978) en de energietoevoer (Rogers en
Yanagimachi, 1975).

Bij konijnen is de capacitatie in wvitro afhankelijk van een
preincubatie wvan de =zzadcellen in de wuterus en de eileider {Bedford,
196%a), maar bij andere diersoorten en ook blj de mens, kan de capacitatie
in eenvoudige kweekmedia gelnitieerd worden (Toyoda et al, 1971;
Yanagimachi 1972a; Miyamato en Chang, 1973; Barros, 19%74;  Yanagimachi
et al, 1976; Trounson et al, 1980). Gecapaclteerde menselijke zaadcellen
zijn microscopisch niet te onderscheidea van niet—-gecapaciteerde
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zaadcellen. Bij muizen, hamsters en cavia’s daarentegen verandert het
motiliteitspatroon van de zaadcellen na capacitatie (Yanagimachi, 1970,
1972;  Fraser, 1972). Zowel de richting als de staartfrequentie kumnen
veranderen. Wellicht kan ook bij andere diersoorten een  bepaalde
verandering van de beweeglijkheid na capacitatie worden waargenomen.

In 1957 werd door Chang bij konijnen aangetoond dat spermaplasma het
bevruchtend vermogen van in vivo gecapaciteerde zaadcellen kan remmen.
Dit proces bleek reversibel te zijn. Gebleken is dat deze decapacitatie
words vercorzazkt door een factor wmet een peptide of eiwirachtige
structuur, die afkomstig is wuit de testikel en/of uit secundaire
geslachtsorganen (Bedford em Chang, 1962; Williams et al, 1970).
Mogelijk is capacitatie niets anders dan de gehele of gedeeltelijke
inactivatie of verwijdering van een decapaciterende factor, aanwezig op
het oppervlak van de zaadcel, mna de ejaculatie (Welnman en Williams,
1974). Humaan spermaplasma decapaciteert konljne-zaadcellen en remt
heteroloog het in vitro bevruchtend vermogen van deze zaadcellen (Plnsker
en Williams, 1968). De decapaciterende factor is echter bij mensen nog
niet aangetoond, daar het remmend effect van humaan spermaplasma op de in
vitro bevruchting bij het konijn, in tegenstelling tot spermaplasma van
konijnen en andere dierscorten, niet reversibel is (Kanwar et al, 1979).

2.1.2 De acrosvom-reactie

Het acrosoom is een apicale structuwur op de zaadcelkop (figuur 2.1).
De acrosoom-reactie i1s ¢en proces waarbij tussem de buitenste acrosomale
membraan en de zaadcelplasma-membraan daaromheen meervoudige fusies
ontstaan, waardoor het acrosoom geperforeerd wordt (Yanagimachi, 1877).
De acrosoomreactie treedt op mna de capacitatie, vermcedelijk in de
nabijheid wan de eicel (Austin, 1961). Uit het geperforeerde acroscom
komt een enzym vrij dat de hyaluronzuur-matrix tussen de cumuluscellen
oplost {A4ustin 19€0Qa, 1961), zodat de cumulus beter doordringbaar wordt.
Dit enzym wordt in het laboratorium ook gebruikt om de cumulus kunstmatig
te verwijderen (2.3). De binnenste acrosomale membraan heeft mogelijk een
functie blj de cel-cel herkenning (Yanagimachi, 1977). Inmiddels zijn nog
een tiental andere enzymen wuit het acroscom geisoleerd (Stambough en
Buckley, 1969 en 1970; Austin, 1975).

Het moleculaire mechanisme van de acroscom-reactie is nilet bekend.
Volgens een hypothese wvan Lillie (1919) =zou een dergelijke reactie
geinitieerd worden door een bepaalde stof afkomstig van de eicel, het

18



kop

nek

middenstuk

staart

buitenste acrosomale membraan

acrosomale inhoud

binnenste acrosomale membraan
kern

kernomhulsel

postacrasomale schede

centriool

basaak ploat

axical filomenten-complex

zaadcelplasmo~membracn

mitochondrién
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vens van Rowley en Hellew (1971) en Maom en Lutwak-Marm (1981).
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zogenaamde "fertilizine”. Bewijzen voor het bestaan van deze stof zijn er
echter niet (Bedford, 1968 en 1972). Net zoals voor de capacitatie, geldt
voor de acroscomreactle dat deze in vitro spontaan optreadt,
onafhankelijk van de aanwezigheid van eicellen, zodat dus wellicht Dbeide
processen als een gpontaan optredend ontwikkelingsproces kunnen worden
beschouwd (Yanagimachi, 1978).

2.2 De opwerking van zaadcellen

Uit het voorgaande is duidelijk geworden, dat bij de inductie wvan
bevruchting, spermaplasma niet in het incubatiemediuwm aanwezig nag zijn.
Twee methodieken zijn gebruik:i, voor de experimenten in dit proefschrift
beschreven, om zaadcellen wuit het ejaculaat te isoleren. Volgens de
eerste methode wordt het sperma een aantal malen gecentrifugeerd, waarna
de  pellet, waarin de zaadcellen =zich bevinden, word:t opgelost in

kweekmedium. Biji de tweede methode wordt boven een  laag sperma
voorzichtig een laag medium gepipetteerd. De in de mediumlaag gemigrzerde
beweeglijke zaadcellen worden afgepipetteerd en gecentrifugeerd. Deze

procedure heeft het  voordeel dat verschillen In het percentage
beweeglijkheld tussen zaadcelsuspensies, zoals tussen vers en ontdooid
ejaculazat (hoofdstuk &), worden verkleind.

Ejaculaat werd op de volgende wijze verkregen en verwerkt. Patiénten
en donoren werden verzecht na 3 dagen van onthouding, te masturberen,
waarbij het sperma werd opgevangen in bekers. Na vervleoeiing wvan het
sperma (liquefactie) bij 37 °C werd een deel overgeschonken in steriele
centrifugebuizen en met kweelmedium aangevuld tot 15 ml. Als kweekmedium
werd een aangepaste tyrode—oplossing gebruikt, waaraan pyruvaat en 0.3%
bovine serum albumine was toegevoegd (Barros et al, 1978). Dit zogenaamde
TMPA-medium heeft een verhoogde osmelariteit (380 milliosmol), hetgeen de
capacitatie versnelt (2.1). Bij kamertemperatuur werden de suspensies
gedurende 5 minutean gecentrifugeerd  (300-600g). De peliet werd

.gesuspendeerd in medium en tweemaal opnieuw gecentrifugeerd. De
uiteindelijke pellet werd in een kleine hoeveelheid medium (waaraan 3%
bovine serum albumine was toegevoegd) opgelost. Deze hoge

eiwltconcentratie gaat klontering van de eicellen tegen (2.3). Een kleine
hoeveelheid (0.1-0.3 ml) van deze suspensie werd zedanig wer medium
verduad dat de concentratie altijd 1-3 x 106 bewegende zazadcellen/ml
bedroeg, ongeacht de oorspronkeldl jke zaadcelconcentratie. De fysiologisch
belangrijke  (=bewegende) zaadcellen zijn dus altijd in dezelfde
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hoeveelheid aanwezig (2.6). Alvorens de zaadecellen met de eicellen in
contact werden gebracht, werden de zaadcellen onder olie (Squibb minerale
olie) bij 37°C in een lucht incubator gedurende 4-5 uur of onder gelijke
omstandigeheden gedurende 15-16 wur (hoofdstuk 4 en 5) gelncubeerd
(preincubatie) om te capaciteren (2.1). Deze twee prelncubatiecijden
hebben een gelijke invloed op de in vitro bevruchting (2.5).

2.3 Het verkrijgem van eischilvrije hamstereicellen

Bij volwassen vrouweliike goudhamsters (INO Zeist, 2 tot 6 maanden
oud) werd superovulatie gelnduceerd. TIn plaats van 12 kumnen dan ongeveer
20-30 eicellen verkregen worden. Op dag 1 van de ¢yclus, herkenbaar aan
de vaginale post—oestrus afscheiding, werden de dieren intrapevitoneaal
ingespoten met 30 internationale eenheden PMS, gevolgd door een injectie
met 20-25 intermationale eenheden hCG op dag 3. Ovulatie begint 11-14 uur
na de laatste injectle (Yanagimachi, 1969). Eicellen werden 16~17 uur na
nCG wuit thet ampullaire deel van de eilelders gelsoleerd, nadat de dieren
met ether waren verdoofd en door cervicale dislocatie warea gedood. De
elileiders werden op Thorlogeglazen, gevuld met 0.1% hyaluronidase {uit
rundertestikels, ICN) in TMPA, geplaatst en doorgeprikt, waardoor de
cumulus (figuur 2.2) in de enzymoplossing terecht komt (2.1). Xale
elcellen (figuur 2.3) kunnen na 10 nminuten uit de  enzymoplossing
gepipetteerd worden. De eicellen zijn dan omgeven door de eischil of zona
pellucida en het eerste poollichaampje  (figuur 2.3) is  duidelijk
zichtbaar. Vervolgens worden de eicellen met medium 3 tot 4 keer gespoeld
en gepipetteerd in een 0.1% trypsine-oplossing (uit runderpancreas, ICN)
in medium. Dit enzym lost de eischil in 1 tot 2 minuten op. Nadat de
eicellen 3 maal zijn gespoeld kunnen de zena-vrije aicellen (figuur 2.4)
worden gelncubeerd. De hier beschreven eicelisolatie vindt plaats bij
kamertemperatuur. Blootstelling van de eicellen aan zichtbaar licht wordt
zoveel mogelijk vermeden, daar dit activatlie van de metafaseplaat tot
gevolg kan hebben, hetgeen het vaststellen wvan de bevruchting kan
bemoeilijken (Hirao en Yanagimachi, 1978). De zona-vrije eicellen worden
verdeeld over de zaadcelsuspensies (2.2). Elke suspensie wordt
geincubeerd met 25 of meer eicellen. De incubatieperiode duurt 140
minuten indien de zaadcellen meer dan 12 uur, 160 tot 190 minuten indien
de zaadcellen slechts 4 tot 5 uur, zijn gepreincubeerd.
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Figuur 2.8

Hemstereicel met cumuluscellen, ge-
isoleerd wit het oviduct 15 wur na
hoG-injeetie (vergroting, 200x).
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Curmulusvrije homstereicel met zona
pellucida (vergroting, 450x).
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Figuur 2.4

Hemstereicel wagarvan de zona pel-
lucida i verwijderd (vergroting,
450x}. Deze eicel kan een interac-—
tie met mencelijke zaadeellen
ondergaan. Door de manipulatie is
het eerste poollichaampie losge—
raakt.



2.4 Algemene critevia voor bevruchting en bevruchtings-parameters
2.4.1 Criteria voor bevruchting

Nadat de zzadecel de eischil 1is gepasseerd wmaakt deze vrijwel
onmiddellijk contact met het oppervlak van de vitellus ofwel het oGplasma.
Hierbij verliest de =zaadcel na enige wninuten zijn motiliteit. Uit
elektronenmicroscopisch onderzoek is gebleken dat het deze zzadeellen
zijn, die gaan Tfuseren mnmet de eicelmembraan (Austin, 1873). De
zaadcel-eicel fusie leidt tot cen mozaleke membraan, in tegenstelling tot
een fagocytotische fusie, waarblj] het cytoplasma wvan de twee cellen
gescheiden blijfr (Szollosi en Ris, 1961). Onder de eicelmembraan
bevinden zich de corticale granulae, waarvan de inhoud in de perivitelline
ruinte  vrijkomt, nadat de =zaadecel de membraan heeft gepenetreerd.
Waarschijnlijk heeft dat tot geveolg dat de eischil ondoerdringbaar wordt
voor andere =zaadcellen (de zogenaamde zona-reactie), hetgeen polyspermie
tegengaat (Braden et al, 1854). De corticale reactie zou bij sommige
soorten tevens tot gevolg hebben dat de vitellus zelf ondoordringbaar
wordt voor meer zaadecellen (Austin, 19753). Het lzatste is aangetoond bij
heterospecifieke bevruchting (hoofdstuk 1). Zoals reeds is gebleken vormt
de eischilvrije hamstereicel hierop een uitzondering, daar deze iIn vitro
penetreerbaar blijkt te zijn voor meer dam 1 za2adeel (Yanagimachi en Nede,
1970¢ en d).

De volgorde wvan gebeurtenissen tijdens de hevruchting is door
Thibault (1969} din verschillende stadia geclassificeerd. In stadium O
bereikt de zaadcel de eicel nadat deze de zona pellucida is gepenetreerd.
In de stadia 1 en 2 penetreert de zaadeel de vitellus ,zwelt de zaadcelkop
en wordt tevems, als gevolg van de actlvering van de metafasespoel in de
eicel, het tweede poolliichaampje gevormd. Het zwellen van de zaadcelkop
ontstaat doer een reductie in de dichtheid wvan kernmmateriaal, hetgeen
decondensatie wordt genoemd. In stadim 3 worden de vrouwelijke en
mannelljke pronuclel geveormd. Met ultzoadering van de afsplitsing van het
tweede poollichaampje wordt met de hamsteveiceltest de stadia 1 en 2 van
de bevruchting bestudeerd.

Bedferd(1971) en Seitz et  ali(l873) hebben verschillende
waarnemingseriteria voor het vaststellen van bevruchting beschreven. De
eerste klievingsdeling 1s geen overtuigend bewijs voor bevruchtiang, daar
bekend is dat eilcellen in vitro en in vivo spontaan kunnen fragmenteren
{cytoplasmatische splitsing) en delen {parthenogenese). ZEnige uren na het
begin wvan de Dbevruchting kan het meest Dbetrouwbare criteriuvm worden
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vastgesteld (Bedfoxd, 1971). Zoals reeds eerder werd gesteld kunnen de
eicellen door manipulatie het tweede poollichaampje afscheiden, doordar de
eicel spontaan geactiveerd wordt, =zonder interactie met een gaadeel.
Daarom 1is het mnoeodzakelijk dat bevruchting in een vroeger stadium wordt
vastgesteld, zodat de betrouwbaarheid van de bepaling wordt vergroot. Dit
is mogelijk doordat de decondenserende zaadcelkop wmicroscopisch goed
waarneembaar is (figuur 2.5a2 en 2.3b). Vaak kan de stazrt van de
bevruchtende =zaadcel (Bedford, 1971} binmen het cytoplasma zichtbaar
worden gemaakt {(figuur 2.5B). Deze is bij de hamstereiceltest goed te
onderscheiden van staarten van zaadcellen, die niet gepenetreerd hebben.
Hoewel de corticale reactie een criterium is voor bevruchting {Bedford,
1571}, ds deze niet altijd goed met het lichtmicroscoop wazrneembaar.

FPiguur 2.5 Zong~vrije hamsteveicel na incubatie met menselijke zaadeellen.

De Uinker opmame (a) is gemaakt védr fizatie (fase-comtrast:
vergroting, §50x ). Dg andere opname (b) is gemaakt na fixatie
en kleuring.

bf = flagel van bevruchtende zaadeel.

dak = gedecondenseerde zaadcelkop.
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2.4.2 Het bevruchtingspercentage

Twee methoden zijn beschreven om de ufitslag van de hanmstereiceltest
te kwantificeren. Barres et a2l (1978) menen dat de waarneming van één
enkele bevruchte eicel ~dat wil zeggen een elcel waarin é&én of meer
gedecondenseerde =zaadcellen worden waargencmer— ult een groep van vele
eicellen veoldoende is om te spreken wvan een positieve test, waaraan
klinische konsekwenties mogen  worden  verbonden  betreffende de
vruchtbaarheid. Anderen daarentegen evalueren het in vitro bevruchtead
vermogen aan de hand van 2en bevruchtingspercentage {(Yanagimachi et al,
1976; Rogers et al 1%79; Overstreet et al, 1980). Ditr is het percentage
van bevruchte eicellen ten opzichte van het totaal aantal eicellen. Aan
deze methode van evaluatie kan de voorkeur worden gegeven, daar zowel wult
de resultaten van Rogers et al (1979) als wuit de resultaten wvan
hoofdstuk 4 blijkt, dat het bevruchtingspercentage een reproduceerbare
maat is voor het inm vitro bevruchtend vermogen.

2.4.3 De bindings—score

Sommige zaadcellen blijven ma herhaalde spoeling gehecht 2an het
eiceloppervlsk (figuur 2.6). Het aantal gehechte zaadeellen word: geteld
en er wordt een bindings-score bepaald tussen 0 en 5. Score 0, geen
zzadeellen zichtbaar op het coppervlak; score 2, 1-5 zaadcellen etc.
Betreft het een hechting van meer dan 20 zaadeellen, dan 1is de score
maximaal (=5). De biadings-scoxre 1s het gemiddelde van alle met een
bepaalde zaadcelsuspensie geincubeerde eicellen.

2.4.4 CGemiddeld zantal gepenetreerde zaadeellen per eicel

Het aantal gepenetreerde zaadcellen kan varidren (figuur 2.5.b, 2.6
en 2.7). Deze variatie wordt gekwantificeerd door het gemiddelde aantal
gepenetreerde zaadcellen per eicel. Een score van 5 wordt als mnaximm

beschouwd, zodat deze parameter, zoals de bindings—score, varleert tussen
0 en 5.
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Plguur 2.6 MNlet—gefizeerde zona-vrije homstereicel. Meer den 100 zaad—

eellen gehecht aan het opperviak. Pijlen geven gedeconden~
seerde zaadeelkoppen aan {fase—contrast: vergroting, 850x ).

2.5 Kinetiek van de hamstereiceltest

Indien zona-vrije hamstereicellen gelijktijdig worden geincubeerd met
verse niet-gepreincubeerde humane  zaadcellen, dan blijkt dat de
bevruchtingsreactie niet onmiddellijk plaats vindt (Yanagimachi et al,
1976). Het bevruchtingspercentage neeut gedurende een incubatie toe, tot
er gen maximum bereikt is. De tijd die podig is om dit maximem te
bereiken hangt af van het geteste individu of van de test-omstandigheden
(Yanagimachi, 1979). 1Indien wordt getest met behulp van een wmedium met
een normale osmolariteit (290 millosmol), dan duurt het 7 tot 10 uur
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Figuur 2.7 Gefizmesrde en met Karmijn gekleurde zona-vrije hamstereicel
(fase—contrast: vergroting, 850 x ). Zes gedecondenseerde zaad-
ecelkoppen zign zichibaar.

chr = geactiveerde chromosomenspoel van de eicel.

alvorens de  zaadcellen  gecapaciteerd zijn en het maximale
bevruchtingspercentage bereikt wordt (Yanagimachi et al, 1976; Binor et
al, 1980). Barros en medewerkers (1978) gebruikten een medium mer een
verhoogde osmolariteit. Dit =zou de capacitatie en de duur van de test,
verkorten-

Om te onderzoeken of het bevruchtingspercentage verandert na
langdurige prelncubatie (hoofdstukken 4 en 5), werden =zoma-vrije
hamstereicellen gedurende 140 minuten gelocubéerd met zaadecellem op
verschillende tijdstippen na preincubatie. Zoals blijkt uit de resultaten
(figuur 2.8) heeft langdurige preincubatie wan de zaadcellen geen invlced
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Figuur 2.8 Inviced van de duur van de preiwcubatie op de in vitro bevruch—

ting van zona-vrije hamstereicellen door menselijke zaadeellen.

100 m . pawenu® (ARt ac s r s s s a s st e

+ donor

@
o
I

1
*s

o
o
——

reneer @

et B N A

@*li?::-------..-----..---.-...--.-.n-uuuﬁ

percentage in vitro bevruchting

40 1 .-::,‘.'-“ patignt B
...oo-‘ '* b L T
20 - @‘ & SeMtaviasmasunang
i petignt C
0 - 9*-------O’*‘:--n--°|-n.nnnl---nac-----l---n------nzna-fi;éorlfoops.qo@
i 1 i 1 1
0 ? 4 6 16

titdsduur varn de incubatie (uren)

op het bevruchtingspercentage. De zaadcellen zijn na 6 uwur gecapaciteerd
(364 milliosmol).

O te onderzoeken of een incubatieperiocde van 140 minuten voldoende
is werden zaadcelsuspensies van een donor 16 uwur gepreincubeerd ean 30 tot
240 minuten mef eicellen geincubeerd. Uit de resultraten (figuur 2.9)
blijkt dat het bevruchtingspercentage reeds maximaaz]l 1s 60 minuten na het
begin van de incubatiepericde. Maximale hechting wordt na 90 minuten
incubatle waargenomen. Indien de eicellen langer dan 240 minuten worden
geincubeerd, dan kan, in geval van goed bevruchtende zaadcellen, de eicel
verzadigd raken met decondenserende zaadcelkoppen hetgeen degeneratie van
de eicel tot gevolg heeft (figuur 2.10).

Zoals blijke uit de resultaten van dit proefschrift en de gegevens
van anderen (Rogers et al, 1879) is het bevruchtingspercentage individueel
per zaaddonor verschillend. Het d1is merkwaardig dat  zaadcellen
bijvoorbeeld slechts 20Z van de aanwezige elcellen bevruchten. Dit
verschijnsel kan niet worden werklaard door sem te geripge kans op een
interactie tussen de zaadcellen en de eicellenm, want een langere Incubatie
verhoogt het bevruchtingspercentage niet. Cm te onderzoeken of er
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wellicht zaadcellen bestaan, die wel aan de eicel hechten maar andere,
bevruchtende zaadcellen remmen, werd het volgende experiment gedaan.
Zaadcelsuspensies van denoren met een hoog ia vitre bevruchtend vermogen
en suspensies wvan patiénten met een laag in vitro bevruchtend vermogen
werden gepreincubeerd gedurende 3 wuur en daarma gedurende 2 uur met
eicellen gelncubeerd. Daarpa werden aan de slecht bevruchtende zaadcellen
van de patiénten zaadcellen van de donoren toegevoegd. Zoals blijkt uilt
de gegevens van tabel 2.1, worden eicellen dje eerst zijn bloctgesteld aan
zaadeellen met een laag in vitro bevruchtend vermogen, door zaadecellen

Figuur 2.9 Inviced van de bijdsduur van het contaet tussen eicellen en
zaodecllen tijdens de inmecubatie op de in vitro bevruchiing.
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Figuur 2.10

Zona~vrije hamstereicel
(fase—contrast: vergroting
450 x ) . Bevrucht nadat hu—
mane zaodeellen gedurende
18 wur waren gepretncubeerd
en gedurende 4 wur met de
etcellen hadden getnceubeerd.
Door de hoge mate van poly-
spermie wordt het cytoplas—
ma grovilair en coaguleert.
Resten van tientallen gede~
condenseerde zaadeelkoppen
2ijn zichtbaor (zie pijlen).

Tabel 2.1 Effecten van zaadeellen met een hoog in vitro bevruchtend vermogen
(domoren C en D) op eicellen die eerder geincubeerd werden met zaad-
cellen met een laag tn vitro bevruchtend vermogen (patiénten A en B).
aantal bevruchte / totaal aantal eicellen (percentage bevruchting)
5 uur preéincubatie en een deel van de eicellen is 2 wuar
2 uur incubatie met verder geincubeexd met
®
zaadeellen homologe homologe en heterologe
zaadcellen zaadcellen
pati&nt A 0/15 { 0%} 0/22 ( 0%) 9/18 (50%)
donor C 12/25 (48%) 10/21 (48%)
patiZnt B 3/24 (13%) 6/36 (17%) 24/24 (100%)
donox D 21 /21 (100%) 17717 (100%)

# een deel van de eicellen woxdt uit de suspensie verwijderd en gefixeerd.
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met een hoog in vitro bevruchtend vermogen, alsmog bevrucht. Op grond van
deze gegevens kan  men pestuleren dat de verschillen in de
bevruchtingspercentages niet verocorzaakt worden door een mogelijke
remmende werking van sommige zaadcellen op andere zaadeellen, maar dat
deze verschillen tot stand komen door individuele wverschillem in
penetreerbaarheid van de eicellen. Dat zou betekenen dat voor het
induceren van bevruchting een zekere drempelwaarde nodig is, die door een
bepaalde populatie zaadcellen gemakkelijker overschreden kan worden, dan
door een andere, ertoe leideand dat, in zo’n geval, meer eicellen worden
bevrucht. Zaadcellen met een bevruchtingsspercentage dat niet 0 % en niet
100 % is, zouden daarom sommige eicellen wel en andere niet bevruchtea.

2.6 Zaadcelconcentratie en in vitre bevruchtend vermogen

Binor et al (1980) hebben in een aantal experimenten gevonden dat de
laazgste concentratie bewegende zaadecellen waarmee in vitro nog bevruchting
van hamstereicellen kon worden wzargenomen, & x 105/m1 was. Uit gegevens
van anderen {Overstreet et al, 1980) blijkt dat de kans op bevruchting
vermindert, als de concentratie lager wordt damn 1 x 106/m1. Hieruit
blijkt dat de wuitslag van de hamstereiceltest beinvliocedbaar is door de
hoeveelheld bewegende zaadcellen, zanwezig rondom de eicellen. Zowel
Barros et al (1978) als Rogers et al (1979) maken routine-matig gebruik
van de hamstereiceltest. Zij volstzan met het dincuberem wvan constante
concentraties zaadcellen (respectievelijk 5-27 en 10 x lOelml). Hierdoor
ig de concentratie bewegende zazadcellen steeds verschillend. Binor en
nmedewerkers menen daarom, cuns inziens terecht, dat beide onderzoeksgroepen
in die gevallen waar de beweeglijkheid lager is dan 10%, niet een redel
bevruchtingspercentage bepalen, maar het effeect wvan de beweeglijkheid
neemeten. :

Om de optimale concentratie bewegende zaadcellen vast te stellen
werden zaadcelsuspensies van 40 patiénten en donoren geincubeerd in twee
verschillende concentraties (hoger en lager dan 1 x 106/m1). Uit de
resultaten (figuur 2.11), blijkt dat een concentratie wvan 1 tot 4 x 106/m1
bewegende zaadcellen maximale bevruchting geeft. Bij zeey lage
zaadcelconcentraties nemen de kansen op bevruchtiang af. Uit deze
exper imenten werd geconcludeerd dat het wvoor routine-matig gebruik
noodzakelijk is, 1in de aanwezigheid van een constante concentratie
bewegende zaadecellen te incuberen (2.2).
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Piguur 2.11 Imvloed van de concentratie van menselijke beuweegligke zaad-
cellen in vitro op het bevruchtingspercentage van hamsterei—

ecellen.
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2.7 Morfologie van de zaadecel em in vitro bevruchteand vermogen

In de inleiding is ingegaan op de morfologische heterogeniteit van
menseli jke zaadcellen en de konsekwenties daarvan op de vruchtbaarheid van
de man. Meestal bestaat sperma uit populaties van =zowel normale als
abnormale zaadcellen (1.4 en 1.5).

Sun en White (1978) concludeerden dat de progressie van abnormale
zaadcellen wvaak gestcord is. Zij veronderstelden dat dit een vorm 1s van
natuurlijke beveiliging tegen het ontstaan van afwijkingen bij kinderen.
Dit is een hypothetische voorstelling, daar ze berust op twee niet bewezen
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verondersﬁeliingen. Volgens de eesrste veronderstelling zouden abnormale
menselijke zaadcellen kunnmen bevruchten, hetgeen nooit 1s aangetoond.
Slechts gemmaal is waargenomen dat mulze-zaadcellen met abnormale stsarten
konden bevruchten (Smith et al, 1970). Gezien de normale nakomelingen,
die hieruit voortkwamen, werd gesteld dat deze afwijking niet wvan
genetische aard was. De tweede veronderstelling waarop het model van Sun
ea White berust is de megelfjke relatie tussen geunetische afwijkingen en
abnormale zaadcelmnorfologie. Bewijzen voor een dergelijke relatie
ontbreken echter. Men kan zich derhalve afvragen of abnormale menselijke
zaadcellen tot Ybevruchting in staat zijn. Verschillende in vitro
bevruchtingstechnieken kumnen gebrulikt worden om deze wvraag te
beantweorden. Het 1s daarbij noodzakelijk abmnormale vormen wvan
bevruchting, =zoals polyspermie (Austin, 1961) te onderscheiden wvan
bevruchting veroorzaakt deor abnormale zaadeellen. De hamstereiceltest
biedt de mogelijkheld de interactie tussen eicel en humane zaadgel
nauwkeurig te bestuderen. Cinematografische technieken kunmen hiexbij van
belang zijn.

Al naar gelang het tijdstip van bevruchting zijn de gedecondenseerde
zaadcelkoppen verschillend wvan grootte, hetgeen de waarneembaarheid van
mogelijke abnormaliteiten bemoeilijkt. Afwijkingen van de ovale afgeronde
decondensatrie werden frequent waargenomen, maar deze kunnen mogeliijk zija
veroorzaakt door een verschil in vacuolisatie wvan de zaadeelkoppen of
verschillen in technische bewerking van de preparaten. In &&n preparaat
echter werd een aantal elcellen gevondem waarin een  binucleaire
decondensatie had plaatsgevonden (figuur 2.12), hetgeen wijst op het
bevruchtend vermogen van abnormale binucleaire of tweekoppige =zaadcellen.
Op het eiceloppervlak van de in figuur 2.12 afgebeelde eicel werden
eveneens 3 tweekoppige, maar niet gepenetreerde, zaadcellen aangetroffen.

Uit de resultaten vermeld in tabel 2.2 blijkt, dat abnormale
menselijke =zaadcellen in dezelfde mate aan het opperviak van de naakre
hamstereicel hechten, als normale =zaadcellen. Deze resultaten werden
verkregen door de morfologie van wel en niet—gebonden zaadcellen aan 20 of
meer eicellen Dij 8 patiénten te onderzoeken (4.3). Een aantal van deze
experimenten werd verricht door gebruik te maken van een bijzondere
procedure (2.2), zodat de efcellen werden gelncubeerd met vrijwel 100%
bewegende zaadcellen.

Uit tabel 2.2 blijkt, dat abnormale zaadcellen zich blijkbaar aan het
eiceloppervlak kunnen hechten. De morfologie van de zaadcellen gehecht
aan onbevruchte eicellen (n=16, gemiddeld 39% normale =zaadcellen) was
hetzelfde als de morfologie van zaadecellen gehecht aan bevruchte eicellen
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Figuur 2.12 Binucleaive gedecondenseerde zaadeel, met dén flagel.

Linksonder is een "mormale” mononucleaire gedecondznszerde

zaadeelkop zichtbaar (fase—contrast: vérgroting, 1460 % ).

Tabel 2.2 Een vergelijking van de morfologie van wel en niet aan het opperviak
van eischilvrije hamstereicellen gehechte zaadeellen. Gegevens zijn
verkregen van tneubaties van § patténten.

zaadcelmorfologie gemiddelde perxcentages
niet gehechte zaadeellen gehechte zaadcellen
noxmaal 26.9 26.9
terato vormen 64.1 66.8
ander afwijkingen S.0 6.3
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(=9, gemiddeld 37%Z normale zaadcellen).

2.8 Het invriezen van hamstereicellea

In 1972 werd eem voor de experimentele embryologie belangrijke
ontdekking gedaan. Preimplantatiestadia van zoogdierembryo®s bleken onder
speclale conditles bestand tegen extreem lage temperaturen, hetgeen het
mogelijk maakte embryo?s gedurende zeer lange tijd in bevroren toestand te
bewaren met behoud van vitaliteit (Whittingham et al, 1972; Wilmut,1972).
In de daaropvolgende Jaren werd sangetoond, dat met gebruikmaking van deze
cryobiologische techniek, eabryo’s van mulzen, rattem, konljnen, schapen,
geiten en runderen, na ontdooien en transplantatie in pleegmoeders, tot
normale ontwikkeling konden kemen (Leibo en Mazur, 1978). Deze techniek
biedt de zoogdierembrycloog vele toepassingen. Zo is het nu mogelijk om
zeldzame stammen muizen en overbodige continue kweken op te slaan in een
“"embryoc—bank”. Genetisch kunnen geen veranderingen optreden. Daarnaast
biedt deze techniek in combinatie met supercvulatle, vele voordelen voor
de veeteelt. De fysische achtergronden en de invriestechnieken zijn
beschreven door Leibo (1977) en Leibo en Mazur (1978).

Ook niet bevruchte zoogdiereicellen kunnen worden Ingevroren en in
vlceibare stikstof (-196°C) worden opgeslagen (Tsumoda et al, 19763
Parkening en Chang, 1977). Fleming en medewerkers (19793 hebben
aangetoond dat naakte hamstereicellen na cryobiclogische preservatie
penetreerbaar blijven voor humane zaadcellen. Deze techniek heeft met
name waarde voor onderzoekers, die in de hamsterelceltest geinteresseerd
zijn, maar die geen gebruik kunnen maken wvan proefdierfaciliteiten. In
een dergelijk geval kumnen de elcellen in bevrorem toestand van derden
worden verkregen.

De door Fleming et al (1980) gevolgde umethode is arbeidsintensief,
daar de elcellen voor het Invriezen mwmoeten worden gelsoleerd en met
enzymen moeten worden behandeld. Zeilmaker en Verhamme({1975) hebben een
vereenvoudigde techniek beschreven, waarbilj embryo’s binnen het oviduct
blijven en het hele orgaan, als "carrier”, wordt ingevroren. Toepassing
van deze techniek bij hamstereicellen heeft het voordeel, dat grote
hoeveelheden eicellen zonder gecompliceerde manipulatie %kunnen worden
ingevroren.

Cm te onderzoeken welke invriestechniecken de meeste overleving en de
hoogste betrouwbaarheid geven werd een aantal experimenten gedaan, waarvan
de resultaten zijn gegeven in tabel 2.3 en 2.4. De invriesprocedure was
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Tabel 2.3 Overleving van hamstereicellen na cryopreservatie.

vriessnelheid aantal overlevende / totaal aantal eicellen (%)
(oc/min) elleider ingevroren  ingevroren met eischilvrije eicellen
cumulus ingevroren
0.33 40/50 (80%) 14730 {(47%) 27/30 (90%)
0.33 59/70 (84%) 12/33 (36%) 38/42 (90%)
1.0 32/37 {86%) - 11720 (55%)
1.0 43/54 (80%) - 45/53 (93%)

Tabel 2.4 In vitro bevruchtend vermogen van zaadeellen getnecubeerd met verse en
ontdooide hamstereicellen.

vriessnelheid donor aantal bevruchte / totaal aantal eicellen (%)
°c/min) verse eilelder ingevroren eilschilvrije
eicellen ingevroren met cumulus eicellen
0.33 A 4/30 (13%) 7/31 (23%) 1/12 ( 8%) 6720 (30%)
0.33 B 13/26 (50%) 24/37 (65%) 0/12 ( 0%} 14/29 (48%)
1.0 A 5/28 (18%) 3/20 (15%) - 6/27 (22%)
1.0 C 8/30 (27%) 12/27 (44%) - 8/22 (36%)

vrijwel gelijk aan die van Zeilmaker en Verhamme (1979). In ampullen
gevuld met een met fosfaat gebufferde zoutoplossing, waaraan 10% foetaal
kalfsserum was toegevoegd, werden of naaskte eicellen (50 per ampul) of
eicellen met intacte  cumulus of gehele oviducten gepipetteerd.
Stapsgewijze werd MSQO-oplessing (dimethylsulfoxide is eeun stof die de cel
tegen beschadiging tijdens het Invriezen beschermt) aan de ampulinhoud
toegevoegd tot een wuiteindelijke molariteit wvan 1.5 M was bereikt.
Ampullen met intacte oviducten werden gedurende 30 minuten geéquilibreerd
bij 0°C. De ampullen werden met een temperatuurdaling van 0.3°C/minuut of
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1°¢C /minuut ingevroren tot ~80°C en daarna gedurende twee weken bewaard in
vloelibare stikstof (—196°C)- Na het ontdooien werden de ellelders
aangeprikt en de inhoud van de verschillende ampullen werd stapsgewijze
bij kamertemperatuur verdund.

Uit de resultaten van tabel 2.3 ©blijkt dat de overleving van
eischilvrije eicellen en eicellen binnen de eileider ingevroren hoog is.
De penetreerbaarhelid van eicellen ingevroren met intacte cumulus, was
lager dan die van de eicellen ingevroren in het oviduct of zonder zona
(tabel 2.4). De lzatste twee groepen elcellen blijven na het ontdoolen im
dezelfde mate penetréerbaar als controle-eicellen. Verschillen in
invriesseelheid (0.3 versus 1°C/minuut) bleken geen invloed te hebben op
de resultaten.
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HOOFDSTUK 3

EEN SEMI-AUTOMATISCHE ANALYSE VAN DE
BEWEEGLIJXHEID VAN ZAADCELLEN

3.1 Meervoudige belichtingsfotografie(MBF)

De becordeling wvan de beweeglijkheid van zaadcellen is een probleem
voor onderzoekers, die geinteresseerd zijn in de evaluatie van mannelijke
onvruchtbaarheid. Het 1s gebleken dat de becordeling van beweeglijkheld
en de vertaling daarvan In kwantitatieve gegevens zelfs door getrainde
waarnemers, cen subjectief element bevat. Beweeglijkheidsanalyses van
ejaculaten van dezelfde patiént of donor kunmnen vaak zeer verschillend
zijn. Waarnemers die de opdracht krijgen hetzelfde sperma te bestuderen,
kwantificeren verschillend (Qverstreet et al,l978; 4Amelar et 21,1980).
Het is daarom begrijpelijk dat vele onderzoekers van mening zijn, dat de
becordeling wvan het ejaculaat weinlg nut heeft, zolang dit oordeel
volledig afhankelijk is van menselijke interpretatie. Een overzicht wvan
de verschillende technieken, die de objectivering van beweeglijkheid
beogen, is weergegeven In hoofdstuk 1. Daar beweeglijkheld wordt
beschouwd als een belangrijke parameter veor het bepalen van de kans op
nakomelingschap, is het van-belang de beweeglijkheld te evalueren naast en
in relatie met het in wvitro bevruchtend vermogen van menselljke
zaadcellen. Bij de keuze van een objectleve methecde ter bepaling wvan de
beweegli jkheld werden een aantal factoren overwogen. De voorkeur werd
gegeven aan een methode waarin de microscoop centraal staat, zodat de
informatie fotografisch kan worden vastgelegd. Dzarnaast werd het
belangrijk geacht de wmate van verplaatsing en de wijze van de
beweegli jkheid te kwantificeren.

In 1978 is door Makler een stroboscopische techniek gelntroduceerd,
die mogelljk op grote schaal klinisch toepasbaar is (Amelar et al, 1980).
Bij kamertemperatuur worden goed gemengde zaadecelsuspensies met een
pasteurpipet geplaatst tussen de bovenste en onderste schijf van de
Makler-telkamer (Ei-Op, Israel). Dit is een kamer met een constante dikte
van 10 1m, waarin de zaadcellen (die over het algemeen een kopdiameter van
1~3 um hebben) zich vrijwel alleen in een herizontaal vlak kunnen
verplaatsen. Nadat door frictie verschuivende niet-bewegende zaadcellen
tot stllstand zljn gekomen, wordt er scherp gesteld op de Dbewegende
zaadcellen. Tussen de condensor en de telkamer wordt een rondraalende
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Schijf A

Schijf 3

Figuur 5.1 (a)

Opstelling vocr het maken
van meervoudiy belichte
Fotografische cpnamen (MBF).
1. Registratie-camerahuts.

2. Makler—telkamer

3. Stroboseoopschiif.

4, Lichtbron,

Figuur 3.1 (b)

Twee gebruikte strobosecop—
schijfer.
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plaat {38 toeren/minuut ) geplaatst (figuur 3.1 a). Daarop bevindt zich
een zwarte schijf, waarin op regelmatige afstand radiazl divergerende
openingen zijn gemaskt (stroboscoopschijf). Het systeem (figuur 3.12) is
zo afgesteld dat bij een sluitertijd van 1 seconde en bij gebruik van
schijf A( figuur 3.1Db), het pegatief in de camera op d&e fase-contrast
{Zeiss) microscoop, maximaal 6 of 7 keer wordt belicht. Gebruik van
schijf type B (figuur 3.1b) verdient echter de voorkeur. Bij deze schijf
wordt de sluiter ingedrukt op het moment dat het zwarte deel passeert en
weer losgelaten als de 6 openringen voorbijgedraaid =zijam. De totale
belichtingstijd van de 6 lichtpulsen is 1/30 seconde. In de plaat van de
telkamer is een raster wvan 1 bij 1 mm gegrafeerd. Dit raster is
onderverdeeld in 100 hokken (100xl00 uym). Indien een vergroting van 160 x
wordt gebruikt, zijn er op het negatief 12 tot 13 hokken zichtbaar
(figuur 3.2a). Er wordt gebruik gemaakt van kleinbeeld- camerahuizen
(Nikon ¢35 en een Leaica MD-2 registratie—camera) en ¥odak Plus—¥-pan
zwart/wit (125 ASA) of FKodak Ektachrome diapositief film (160 ASA).
Negatieven worden vergroot afgedruk:t (190-220 wm bij 140-165 mm).

De sporen van progressief bewegende zaadecellen zijn op de film
duidelijk zichtbaar als strengen van maximaal 6 of 7 "kralen”. Elke kraal
correspondeert met 1 belichtingspuls van de stroboscoop (figuur 3.2a).
Niet-bewegende en niet progressief  bewegende, (aiet effectief
verplaatsende) zaadcellen kunnen van elkaar onderscheiden worden, daar de
laatste een vaag beeld., geven op de opname (figuur 3.2a). De
belichtingstijd van 1 seconde is ncodzakelijk om een zo optimaal mogelijke
indruk te krijgen van de gemiddelde snelheid. Een langere belichting van
bijvoorbeeld 5 seconden draagt niet bij tot een verhoging van de
nauwkeurigheid wvan de bepaling, noch tot een verbetering van de
herkenbaarheid van de zaadcelsporen. Makler en Blumenfeld (1980) vonden
slechts een afwijking van de =zaadcelsnelheid wvan 4%, indien
zaadcelsuspensies langer werdem belicht. Het is duidelijk dat deze
afwijking, die werd gevonden bij een studie van 15 beweeglijke zaadcellen,
kieiner wordt naarmate er meer bewegende zaadcellen zijn gefotografeerd.
Daarom wordt elke =zaadcelsuspengie, afhankelijk vanr de concentratie
bewegende zaadcellen, 2 tot 10 keer in verschillende delen van de telkamer
gefotografeerd.

Het op deze wiljze vastleggen wvan beweeglijkheid heeft een aantal
voordelen. Het sperma hoeft nilet te worden verdund, zodat de zaadcellen
in hun npatuwurlijke omgeving In een constante ruimte kunnen worden
bestudeerd. Op negatieven vastgelegde informatie heeft een voordesel ten
opzichte van cinematografische technieken, daar deze het noodzakelijk
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Pilguur 3.2 (a)

Stroboscepische opname van
sperma in het rasterdsel vam
de telkamer., Bewegende zaad-
ecellen zijn ale kralensnoeren
(zte pijlen) =zichtbaar.

npb = niet-progressief

bewegende zaadeel

Figuur 3.2 (B)

Stilliggende zaadeellen worden
van de foto (al overgenomen op
een transparant, evenals de
"kralen' van de bewegends zaad-
cellen

Figuur 3.2 (e)

De registratiepen van het XI-
tablet wordt asngestipt op zaad-
ecelprojecties van dia’ s, foto’s
(a) of tekenmingen dagyvan (b).
Bier i3 een computeruitdraaivel
zichtbaar, welke het resultaat

18 van de Informatie awwezig op
foto a. O = stilliggende zaadeel
O = nigt~progressieve beweging,
/: zaadee Lepoor.
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maken wmeer opnanebeeldjes wet elkaar te vergelijken, hetgeen zeer

tijdrovend is. 1In plaats van coantinue belichting wordt stroboscopische

helichting gebruikt. De eerste zou niet-bewegende zaadcellen, zelfs bij

donker-veld belichting (objecten zije werlicht =zichtbaar

op dorkere
achtergrond), overbelichten. THierdoor =zijn =zaadcelsporen moeilijk te
onderscheiden van stilliggende zaadcellen. Een verminderde
lichtintensiteit bemoeilijkt de waarneembaarheid van bewegende zaadcellen.

De fotografische techniek, die in dit proefschrift beschreven wordt, 1is
vrijwel gelijk aan de methode cntwikkeld door Makler (1978 en 1%80}.

De tweede fage van deze methode bestaat uit de wvertaling wvan de
fotografische informatie 1n kwantitatieve gegevens. De methode die hier
wordt beschreven wijkt op @Bn essentieel punt 2f van de verschillende

informatieverwerkende technieken die door Makler (1578, 15980 a en b) zijn

Figuur 8.3 Stroboscopische opname van cen homogeen bewegende populatie
zaadeellen (rechtlijnige voortbeweging). Pijlen geven de
kralen van één zaadeelspoor aon.
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beschreven. Deze berekent de zaadcelsnelheld door van de geprojecteerde
opname de eerste en laatste afbeelding van de bewegende zaadcel met een
rechte lijn te verbinden. De verkregen informatie bestaat uit een vel
papler met rechte lijntjes (zaadcelsporen) er punten {(niet-bewegende
zaadcellen). De bercgkende snelheid is dan een maat voor de verplaatsing.
Hoewel deze methode verreweg de eenvoudigste 1is, gaat =zij van de
verounderstelling uvit dat humane zaadcellen zich volgens een rechte 1Iijon
verplaatsen. Makler verdedigt deze wmethode door te stellen dat de
werkeli jke verplaatsing maximaal 312% langer dis. Sinds de originele
beschrijving van de MBF in 1978, heeft Makler in een reeks van publikaties
(Makler 197%b; Makler en Blumenfeld et al, 1979; Makler en Itzkovitz et
al, 1979; Makler,1980a; Makler en Blumenfeld, 1980; Makler enr Tatcher
et al, 1980) de "rechte lijnen methode™ aangehouden, door gebruikmaking

Piguur 3.4 Strobosecopilsche opname van een heterogeen bewegende populatie
zaadeellen, Het raster van de Moklev—telkemer (&én hok meet
0.1 x 0.1 nmm) iz zichtbaar.
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van illustraties zoals flguur 3.3, waarop voornamelijk recht zwemmende
zaadcellen zijn afgebeeld. De beweeglijkheid wvan =zaadcellen van
patiénten, maar ook van donoren is echter heterogener {figuur 3.4) dan
door Makler wordt voorgesteld. Indier de verplaatsing wordt vergeleken
met de werkeliijk afgelegde weg, dan blijkt dat de laatste 30% groter Lkan
zijn (Kouwenhoven, 1981). De hieronder beschreven informatieverwerkende
methode maakt daarom gebruik van alle stroboscopische lichtpulsen. Dit
objectiveert niet alleen de bepaling van de zaadcelsnelheid, maar deze
informatie kan eveneens worden gebruikt om de wijze van zaadcelprogressie
te kwantificeren.

De lengte wvan de sporen kan worden gemeten met behulp van
verschillende wmeetinstrumenten, die alle uitgsan van de lineaal als
lengtemeter en soms met gebruikmaking van wmicrocomputers (Makler, 1978;
Makler, 1980b). Indlen  echter  computer—faciliteiten of andere
informatieverwerkende apparatuur tot de beschikking staat verdient gebruik
daarvan, de voorkeur (Makler et al, 1980%).

3.2 Omzetting van de informatie in X¥-—codrdinaten

Op traunsparante vellen papier wordt de op de foto’s aanwezige
informatie overgetrokken met een pen, zodanlg dat iedere "kraal™ van een
zaadcelspoor apart wordt aangestipt. Stilliggende en niet-progressief
bewegende zaadcellen worden apart aangegeven {figuur 3.2b). Met behulp
van een vergroter worden dia*s , met een  comstante  vergroting,
geprojecteerd op papier en de zaadcellen worden azangestipt. De vellen
papler worden bevestigd op de codrdinatep—plaat wvan een  XY-tablet
{Summagraphics, Bidpad One, V.S8), die verbonden is met een Digital PDP
11/70 minicomputer. Een XY-trablet of elektronische cobrdinatenleestafel,
is een meetinstrument dat  bestaat uit een plaat, waaraan een
registratiepen en een registratie—apparazt zijn verbonden. Wanneer de pen
op een willekeurige plaats wvan de plaat wordt dingedrukt, wordt de
bijbehorende X¥-codrdinaat door het registratle-apparaat aan de computer
doorgegeven. Het oplossend vermogen van een dergelijk X¥—~tablet is groot.
Een verschuiving van 1/20 mm {is reeds voldoende om eean ander
codrdinatenpaar te krijgen. De meeste zaadcelsporen zijn ongeveer 1 cm
lang op de vellen papier, hetgeen voldoende is om een nauwkeurig beeld te
krijgen wvan het ingevoerde zaadcelspoor. De registratie-pen wordt, in de
volgorde wvan de belichting, over de geprojecteerde "kralensnoeren™
bewogen. Bij elke "kraal" wordr een toets op de registratiepen ingedrukt.
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Een zaadcelspoor wordt zodoende in de wvorm van maximaal 6 of 7
X¥-cobrdinatenparen in het geheugen opgeslagen (figuur 3.5). Andere
zaadcellenr worden als één enkel cobrdinatenpaar geregistreerd. Informatie
betreffende de origine van de zaadcelsuspensie en het aantal gebruikte
hokken van het telkamer-raster wordt via een beelscherm—terminal in het
geheugen geregistreerd.

Figuur 3.8 De kralen van een zaadeelspoor (a) worden in de volgords van
de beweging door de registratiepen van het X¥-tablet, als een
XY~codrdinatenpaar in het geheugen opgeslagen. De snelheid
wordt berekend door de punten (=codrdinaten) van een spoor (b)
met elkaar te verbinden (c).

);9 o x,v,
Q\ & xr,

’P o Xy,
Qt o1y,

fp Xy

F oxny,
o
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3.3 Definities en berekeningen van gperma-karakteristieken

De volgende parameters worden berekend en in het geheugen opgeslagen.

® De zaadcelconcentratie (xiosfml).

@ Het percentage beweeglijkheid, gedefinieerd als de £frequentie wvan de
zich progresslef  verplaatsende en nilet-progressief verplaatsende
beweeglijke zaadcellen.

@ Het percentage progressieve beweeglijkheid, gedefinieerd als de
frequentie van zich progressief verplaatsende =zaadcellen; de
concentratie beweegllijke zaadcellen (xlOefml.).

@ De gemiddelde snelheid wordt berekené met behulp van de volgende

formule; D s
gemiddelde snelheid (um/sec) = — x —

N P~1
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waarin Dy de som is wvan de lengten van alle zaadcelsporen DR,
uitgedrukt in micrometers. Dp  wordt berekend door wvoor elk
zaadcelspoor de codrdinaatparen met elkaar te verbinden in de wolgorde
van de registratie (figwur 3.6). N=het aantal progressief beweeglijke
zaadcellen, S=de lichtpulsfrequentie per seconde en P het maximale
aantal “kralen” zichtbaar in het langste zaadcelspoor.

|
I c Figuur 3.6
f i .
] 5
4 °t Cq Berekening van de gemid-
f o ! * O b, delde benadering van de
q ° D, rechte 1ign.
|
|
i e d

= — — — ldeaal spoor

De afwijking van de rechtlijnige voortbeweging wordt berekend door wvan
elke colrdinatenverzameling wvan een zaadcelspoor, met behulp van de
kleinste kwadraten methode een ifdeaal zaadcelspoor te berekenen (Linfit
routine programma, Bevington, 1969). De benadering van de rechte lijn
wordt weergegeven door de formule DL/DR y waarin Dy de afstand is
tussen de twee elndpunten van de berekende ideale rechte lijn en D R de
door de zaadcel afgelegde afstand is {figuur 3.6). Theoretisch kan de
benadering van de rechte lijn wvariéren tussen 0 en 1. Indien de
zaadcel zich via een rechte lijn voortbeweegt, is de benadering van de
rechte 1ijn gelijk aan 1.

De gemiddelde benadering van de rechte lijn wordt bepaald uit de
populatie progressief beweeglijke zaadcellen.

Om een indruk te verkrijgen omtrent de regelmatigheid wvan de
verplaatsing, kan de snelheidsconstante worden bergkend. Hierbij wordt
gebruik gemaakt van de volgende formule;

P ]

snelheidsconstante = 1 -



waarin n het aantal afstanden is tussen de “kralen™ wvan een spoor
{figuur 3.6) en DR/n de afstand is tussen twee opé&&nvolgende
afbeeldingen van een zaadcelspoor, indien de zaadcel zich met een
constante snelheid zou wvoortbewegen. De berekende afstanden tussen de
opé&énvolgende zaadcelafbeeldingen wordt gegeven door Dy DpseeeDp. De
gemiddelde  snelheidsconstante  wordt  bepaald voor de populatie
progressief beweeglijke zaadcellen. Evenals de gemiddelde henadering
van de rechte lijn varieert deze parameter tussen ¢ {zaadcellen remmen
of accelereren) en 1 (zaadecellen bewegen met constante snelheid).

3.4 Verwerking en presentatie van de gegevens

De gegevens van een analyse worden verzameld op een uwitdraaivel

(figuur 3.7). Hierop zijn het aantal ingevoerde zaadcellen, de

Piguur 3.7 Computer—uitdrvegivel met resuliaten van &én sperma—onderzoek

NAME s CODE H

BIRTHEAT .

OATE 121-RUG-BO

GENERAL REMARKS:
NUMBER OF MOTILE SPERMATOZOR 1 32 -
NUMBER OF NONMOTILE SPERMATOZOA WITH MUYING MERD: 11 [{u}}
NUMBER OF NONMOTILE SPERMATOZOA 1 82 &)
TOTAL WUMBEA OF SPERMRTDZOR, 3 125 EONCENTRATION : I0Ux10EG/mL
NUMBER OF QTHER CELLS 19 X1
PERCENTRGE PAOGRESSIVE MOTILITT 1 25.8
PERCENTAGE MOTILITY P[]
AYERAGE STRARIGHT LINE RPPROACH + 0.648 IMIN: 6,170 MAX: 0.991
AYERAGE CORAELATION COEFFICIENT : 0.587 MIN: 0.0B% MAX: 0.951 )
AVEAAGE VELOLITY [QM/SEC] (~——Jt 24.563  (MIN: 8,729 MAX: 43.071 )
AVERRGE SPEED CONSTANCY t 0.509 (MIN: 0.370 MAXE 0.814 )
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zaadcelconcentratie en bovengencende beweeglijkheidsparameters aangegeven.
De parameters die de kwaliteit wvan de Dbeweeglijkheid omschrijven
(snelheld, rechtlijnigheid en constantheid wvan snelheid) wordea als
geniddelden met spreiding weergegeven. Tevens is op dit uitdraaivel een
grafische tekening gemaakt van de ingevoerde cobrdinaten. Cedrdinaten van
een spoor zijn met elkaar verbonden. De op het uitdraaivel weergegeven
frequentieverdeling van de snelheid is in experimentele situaties van
weinig belang, maar wordt gebruikt voor individuele bestudering van het
betreffeade zaadcelmonster. Bovenstaande gegevens werden, naast eventuele
patigntgegevens, zaadcelmorfologie-parameters en gegevens betreffende de
in vitro bevruchting (hoofdstukken &4 en 5), in het geheugen opgeslagen-

3.5 Subjectieve bepaling van beweeglijkheid

Sperma en andere zaadcelsuspensies werden geobserveerd in een Burker
hemocytometer (hoofdstuk  4) of een Makler telkamer (hoofdstukken
5 tot en met 8). De zaadcelconcentratie en het percentage beweeglijkheid
van het bestudesrde materiaal werd geschat door verschlllende waarnemers.
Gegevens van serie—experimenten werden echter verkregen door dezelfde
waarnemer (hoofdstukken 5 tot en met 8). De Burker telkamer heeft een
10 x grotere dikte dan de Makler telkamer, waardoor het te bestuderen
sperma egrst  met f£ysiologisch zout  moet worden  verdund. De
progressiviteit of kwaliteit werd geschat deor de wazarnemer en gegradeerd
volgens een  schaalverdeling wvan © tet 4 (waaria 0 een slechte
beweeglijkheid is en 4 een goede beweegliljkheid). EHoewel aan de waarde
van een dergelijk subjectief oordeel kan worden getwijfeld, wordt deze
gradering ook elders gebruikt (Eliasson, 1973).

3.6 Nauwkeurigheid van de meerveudige belichtingsfotografie

De waarde van een analytische techniek 1s moeilijk te beoordelen
indien de nauwkeurigheid en de betrouwbaarheid van het systeem niet bekend
zijn. Zoals reeds eerder vermeld, is de subjectieve beoordeling wvan
sperma, zoals deze In de meeste klinische laboratoria wordt gebruikt, zeer
variabel. Men vraagt zich hierbij af of dit prodbieem vercorzaakt word:
door de methodiek of dat ejaculaten van dezelfde patiénten of donoren aan
grote veranderingen zijan blootgesteld (Eliasson, 1973; Amelar et al,
1580).
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Tabel 3.1 Variaties tussen sperma-parameters van ejaculaten van demelfde donoren.

subjectieve becordeling

meervoudige

helichtingsfotografie

donor aantal concentratie percentage concentratie percentage gemiddelde gemiddelide
bestudeerde (X 106/ml) beweeglijkheid (x 106/m1) beweeglijkheid snelheid benadering

ejaculaten {um/sec) van de
rechte lijn

A 4 113 70 53 &8 18 0.75

101 65 59 34 19 0.70

10 85 49 34 27 6.75

61 50 100 38 28 0.43

B 3 137 50 80 56 24 .64

101 60 128 E 20 0.64

133 55 162 45 24 0.38

c 4 P20 70 60 54 23 0,79

70 BO 76 70 22 0.70

47 55 83 79 21 0,72

136 60 58 29 22 0.53

D 3 B85 50 57 47 25 0.68

33 ad 153 55 22 0.75

102 55 83 56 26 Q.55




Makler (1978) meent dat de grote nauwkeurigheid wvan de meervoudige
belichtingsfotografie de Tbetrouwbaarheid van deze methede aantoont.
Resultaten van sperma dat 3 of 12 maal werd gefotografeerd waren nlet
verschillend, zolang de Thoeveelheid gefotografeerde zaadcellen maax
voldoende was. Hoewel de methode die hier beschreven is, met name wat de
uitwerking wvan de foto’s betreft, afwijkt van die wam Makler (1978 en
1980a), 1s gebleken dat resultaten van identieke foto’s die door
verschillende wasarnemers zijn ingevoerd, onderling zeer weinig variatie
vertonen. De afwijking van de ingevoerde concentraties, het percentage
beweegli jkheid en de gemiddelde snelheid was kleimer dan 5%. Deze
afwijking werd kleiner dan 2%, indien de foto’s door dezelfde waarnemer
werden  ingevoerd. Men kan dus spreken van een reproduceerbare
fotografische en informatieverwerkende techniek.

DPe bruikbaarheid wvan het systeem kan echter alleen worden
geévalueerd, wanneer resultaten van ejaculaten van dezelfde donoren of
patiénten worden vergeleken. In tabel 3.1 zijn resultaten wvaa 3 of 4
ejaculaten wvan 4 donoren gegeven. Er is niet alleen een grote variatie
tussen de subjectief bepazlde parameters, mazar ook tussen de objectief
bepaalde. Dit wordt mniet door de methode vercorzaakt, zoals anderen
menen, {Overstreet et al,1978; Makler, 1978; Amelar et al, 1980), uwmzar
door een fysioclogisch mechanisme. Uit deze gegevens mag niet worden
geconcludeerd dat een semi-automatisering van het spermiogram weinig
waarde heeft. Wel is het noodzakelijk dat een individuele beoordeling van
sperma van patiZnten gebaseerd is op meer dan B8n  ejaculaatstudile. Ook
mag niet worden voorbijgegaan aan de extra gegevens, dle deze methode
verschaft.

Het belang van de bepaling van de gemiddelde sanelheid werd recent
aangetoond door Milligan et al (1980). Zaadcellen vam vruchtbare mannen
bleken gemiddeld een hogerez snelheid te hebben, dan zaadcellen van
onvruchtbare mannen. Hoewel de techniek wvan Milligan en medewerkers
afwijkt van de hierboven beschreven methode, tonen deze waarnemingen aan
dat niet-routinematig bepaalde beweeglijkheidsparameters mogelijk wvan
belang kumnen zijn voor de evaluatie van opzuiveringstechnieken, effecten
van activerende en remmende stoffen op zaadcellen in vitro em diagnostiek
in het algemeen. De relatle tussen deze parameters onderling en de
invloed van beweeglijkheid op het in vitro bevruchtend vermogen, worden
besproken in hooefdstuk 5. De klinische toepassing van deze methode kan,
gezien de  arbeidsintensiviteit en de kosten, slechts dan worden
bewerkstelligd wanneer de prognostische waarde van de verschillende
parameters 1s vastgesteld. Daaxvoor is het noodzakelijk de vruchtbaarheid
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en de prognose van de  patignt te toetsen aan de hand van
populatievergell jkingen en conceptiepercentages. Ondanks de geavanceerde
meetinstrumenten ontwikkeld door Makler (1978,1980b en 1980c) mag aniet aan
deze noodzakell jke voorwaarden worden voorbljgegaan, daar nog nilet
voldoende omtrent de klinische waarde van deze technieken bekend i1s.

Twee  belangrijke  verschillen  werden aangetoond tussen de
semi-automatische sperma-analyse en het routine ejaculaatonderzoek. Het
cerste verschil betxeft de gradering vam de kwaliteit van de beweging.
Het blijkt dat deze parameter wordt beinviced door de hoeveelheld
{bewegende) zaadcellen aanwezlg in de telkamer, waardoor de waarnemer geen
objectief beeld kan  geven. Dit verschijnsel wordt besproken in
hoofdstuk 8.

Het tweede verschil tussen de objectieve en subjectieve methoden

Figuur 3.8 Vergelifking van percentages beweeglijkheid geschat door de
vaarnemey en evencens bepaald door middel van de semi-

automatische methode.
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wordt geillustreerd in figuur 3.8. Het percentage beweeglijkheld, geschat
door twee waarnemers A en B, van eem groot aantal ejaculaten is uitgezet
(horizontale as) tegen het percentage beweeglijkheid gzeals dat is
verkregen met behulp van MBF (verticale as). Uit figueur 3.8 blijkt dat
het percentage beweeglijkheid door de waarnemers gemiddeld 20%Z wordt
overschat, zodat men kan spreken van een systematische fout. Be
concentratle zaadcellen daarentegen wordt geschat met unlet-systematische
onnauwkeurigheid (figuur 3.9).

In een onderzoek bij 100 vruchtbare mamnea in 1979 {(Makler en
Itzkovitz et al, 1979) werd met behulp wvan MBF aangetoond dat het
gemiddelde percentage beweeglijkheid 45% was. Dit is beduidend lager. dan
het gemiddelde percentage van ander studies, welke varieerde tussea de 58

Figuur 3.8 De zaadecelconeentratie zoals die geschat wordt door de waarne—

mer, vergeleken met de zacdeelconcentratie bepaald door middel

van de semi—automatische methode.
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en 77% (Scbrero, 1975; Rehan, 1975; Nelson, 1974). Makler ea Itzkovitz
et al (1979) veronderstellen dat hieraan een methodologische oorzaak ten
grondslag lige. Vergelijking wvan routine sperma~analysen en
internationale normalisering is echter gecompliceerder, daar aspecten van
verschillende aard een rol kunnen spelen. Er dient rekening te worden
gehouden met sociale en etnische verschillen. Zo blijkt dat de door
Nelson en Bunge (1974) en Rehan et al (1975) bestudeerde vruchtbare
mannen, prévasectomie patiZnten waren, terwijl Sobrere en Rehan (1975)
mannen onderzochten die zeer recentelijk nageslacht hadden verwekt. De
vruchtbare mannen bestudeerd door Makler et al (1979) daarentegen waren
"voorgeselecteerd”, daar alleern mannen met normospermie aan het onderzoek
neededen. Onderlinge  vergelijking van deze studies wordt verder
bemoeilijkt door lokale verschillen en door verschuivingen 4in de tijd
{1.5).
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HOQFDSTUK &

BETEKENIS VAN DE HAMSTEREICELTEST VOOR DE PROGNOSE VAN DE MOGELIJKHMEID oF
EEN CONCEPTIE. EEN VERGELIJKENDE STUDIE VAN VRUCHTBARE DONOREN EN
ONVRUCHTBARE OF VERMINDERD VRUCHTBARE PATIENTEN.

4.1 Inleiding

In hoofdstuk 1 werden de parameters, die worden gebruikt in het
andrologie~laboratorimm  geévalueerd. Uit de dagelijkse praktijk is
gebleken dat er behoefte bestaat aan diagnostische methoden die informatie
verschaffen over het bevruchtend vermogen van de patigat of van de
sperma~donocr. De laatste 10 jear =zijn om deze reden vele nieuwe
potenti&le vruchtbaarheidstesten ontwikkeld. Het merendeel wvan deze
testen is gebaseerd op chemische bepalingen wvan in het spermaplasma
aanwezige substanties, =2zoals cyclische nuwleotiden, polyaminen, fumarase
en diamine—oxidase activiteit, fructose, katlonen en zinkconcentraties
(Fair et al, 1972; Phadke et al, 1973; Marmar et al, 1975; Beck et zl,
1976; Crabbe, 1977; Hommoannral et al, 1978). Het is gebruikelijk de
vitslagen van dergelljke testen te correleren met de zaadecelconcentratie.
Men neemt veelal aan, dat de =zaadcelconcentratie een maat is voor de
vruchtbaarheid. Uit recent onderzoek echter is gebleken, dat bij
zaadcelconcentraties hoger dan 5-10 x 106/ml, de zaadcelconceatratie
vrijwel geen  betekenis  heeft voor de prognose van de kans op
nakomelingschap (Smith et al, 1977; Zukerman et al, 1977). Het 1is te
betreuren, dat de meeste potentiédle vruchtbaarheidstesten niet ge@valueerd
worden in relatie tot klinische onvruchtbzarheild.

De samenhang tussen de wuitslagen van de hamstereiceltest en de
mannelijke vruchtbaarheld is bestudeerd door een aantal onderzoek—groepen
(Barros et al, 1978 en 1979; Rogers et al, 1979; Overstreet et al, 1980;
Hall, 1981) en 1s eveneens geevalueerd op verschillende congressen
(Templeton et al, 1980; Zausner Guelman, 1981). De diagnostische waarde
van deze test 1s tot op heden bestudeerd volgens de zogenzamde indirecte
wnethode.- Hierbij worden patiénten als  verminderd  vruchtbazr of
onvruchtbaar gediagnosticeerd en worden donoren met bewezen vruchtbaarheid
geselecteard. De test wordt na de selectie bij alle deelnemers toegepast
en de wultslag ervan vergeleken, door het aantal positieve en negatieve
testen te bestuderen (Barros et al, 1978). Indien er sprake is wvan een
bevruchtingspercentage kunnen ook frequentieverdelingen van populaties
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vergeleken worden (Rogers et al, 1979). 1In de praktijk =zijn dergelijke
vergeli jkingen minder belangrijk dan wordt aangenomen (Wulff, 1980). De
resultaten van de controle-groepen zijn Immers representatief voor slechts
een klein deel van de vruchtbare populatie en zijn nlet van bijzonder
belang voor de prognose van de vruchtbaarheld van de verminderd vruchtbare
of onvruchtbare man. Bet aantal studles waarbij vruchtbaarheidstesten
zijn bestudeerd in relatie tot de conceptiekans, 1s helaas beperkt (Smith
et al, 1977; Aafjes et al, 1978z en b; Eliasson, 1971).

Het onderzoek in dit hoofdstuk beschreven had de volgende
doelstellingen. Ten eerste; bestaan er verschillen in het in vitro
bevruchtend vermogen van vruchtbare donoren en vermindexrd vruchtbare of
onvruchtbare pati&anten? En ten tweede; is de uitslag van de test een
maat voor de prognose van de vruchtbaarheid? Deze laatste vraagstelling
is Ybestudeerd door gegevens te verzamelen betreffende de duur van de
onvruchtbaarheid en het ontstaan van spontane zwangerschappen in de
geteste patiéntpopulaties.

4.2 Bestudeerde patignten en donoren.

Het in vitro bevruchtend vermogen werd bestudeerd van 122 verminderd
vruchtbare of onvruchtbare mannen van echtparen met een onvervulde
kinderwens, welke langer duurde dan 1 jaar. Voorafgaaznde san de in vitro
bepaling, werdem beide partaers uitvoerig onderzocht (klinische
ziektegeschiedenls en lichamelijk onderzoek), zoals elders 1s beschreven
(Aafjes et al, 1977). Het in vitro bevruchtend vermogen werd, met een
tugsenperiode van 14 dagen, twee maal getest bij 98 patigaten. De
patiéntenpopulatie werd In twee groepen verdeeld;
groep A; zonder een aantcombare afwljking van het voortplantingssysteem
van de vrouwelijke partner (r=79). :
groep B; met een weer of minder ernstige afwijking van  het
voortplantingssysteem van de vrouwelijke partmer (n=43). De meerderheid
van deze afwljkingen werd vercorzaakt door een &8nzijdige of tweezijdige
gedeeltell jke of gehele ondoorlaatbaarheid van de tubae (n=27). Bij elf
patienten werden ovulatie-of menstruatiestoornissen geconstateerd enm bij 5
patiénten een insufficientie van de luteale fase.

Een klein gantal patiénten van beide groepen {12%) had voorheen wel
een nakomeling verwekt bij dezelfde partmer, maar had ten tilijde van het
onderzoek gedurende minstens 1 jear een onvervulde kinderwens (secundair
onvruchtbaar). De gemiddelde duur van de onvruchtbaarheid van groep A was
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4.1 jaar (spreiding 1 tot 10 jaar) en van groep B, 4.4 jaar (spreiding
1 tot 10 jaar). De patiénten van groep A werden verder Ingedeeld volgens
verschlllende afwijkingen, die gevonden werden na minstens 2 voutine
sperma-onderzoeken (tabel 4.1).

Het sperma van 27 van de 43 patifnten van groep B werd beschouwd als
normaal  {meer dan 4&0% bewegende =zaadcellen, meer dan 40Z normale
morfologische zaadcellen en meer dan 20 x 108 zaadeellen/ml sperma).
Sperma wvan vruchtbare donoren (I of meer kinderen verwekt zonder een
vruchtbaarheidsprobleen, n=26, groep C) werd minimzal 1 maal getest. De

Tabel 4.1 Xlinische gegevens van mannen met verminderde vruchtbaarheid, waar—
van bij de vrowelijke partner geen aqfwijking van het reproduktie—
sygteem kom worden aengetoond (groep A).

diagnose aantal gemiddeld percentage aantal mati®nten waarven
patiénten (spreiding) in vitro de zaadcellen meer dan 10%
bevruchting van de eicellen bevruclten

{3 van het totaal)

spermaplasma met

hoge viscositeit 20 5 (0-28) & (30
aggregratie van

zaadcellen 15 4 (0-48) 3 20
oligospermie” 30 11 (0-89) 5 17
teratospermie®® 36 9 (C-89) 16 (44)
asthenospermiega 42 4 (0-84) 3 {7
terato-en

asthenospermie 23 & {0-89) 3 A
totale groep 79 9 {0-89) 19 (24;
secundaire

onvruchtbaarheid 10 (0-46) 1°a7n

& < 20 x 106/m1 en > 2 x 106/m1
## > 60% abnormale zaadcellen
€ < 40% beweeglijke zaadcellen
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donoren werden ondervraagd betreffende leeftijd, =ziektegeschiedenis en
duur van de pericde tussen klnderwens en conceptie.

Ejaculaten werden verzameld onder gelijke omstandigheden tussen 16.00
en 18.00 namiddag. Nadat het sperma microscopisch was geobserveerd en een
deel wvan het ejaculaat was dIngevroren (5.6) werd het gewassen en
gepreincubeerd gedurende de uacht, =zoals beschreven in hoofdstuk 2.
Tussen 9.00 en 10.00 uwur s ochteunds werden de zaadeelsuspensies
gelncubeerd gedurende 140 minvten met naakte hamsterelcellen. Na
begindiging van de iacubatie werd het percentage beweeglijkheid bepaald
(5.2).

Het tijdsschemz van deze test heeft de veolgende voordelen. Het
ejaculaat kan buiten de werkuren van de proefpersoon worden verkregen.
Individuele verschillen in capacitatieduur spelen geen rol van betekenis,
door de langdurige preincubatie van de zaadeellen. Tenslotte heeft de
overnachtingstest nog het voordeel dat de Preguyl-injectie niet °s avonds,
maar *s middags aan de hamsters kan worden gegeven (2.3).

4.3 Morfologie—bepalingen van de zaadcellen

Sperma—uitstrijkjes werden gefixeerd 1n ether~alcchol en gekleurd
volgens Shorr (1841). De morfologie van minstens 100 zaadcellen werd
geclassificeerd als terato (amorfe  vorm), lepto (spltse  vorm),
macro/micro~kop, dubbelkop, dubbelstaart, abnormaal wmiddenstuk of
afwijkende staart. De terato-vorm is de meest frequente afwiljking. Elke
zaadcelkep die atwijkt wvan de standaard ovaal ronde vorm wordt terato
genoemd (1.5). Dit kan bijvoorbeeld veroorzaakt worden door een abmormaal
acrosoom ©of door een asymmetrische verdeling van het chromatine (Freund,
1966). Alleen wuitstrijkjes waarop voldoende objectief te beoordelen
zaadeellen zichtbaar waren, werden bestudeerd. De waarnemer die de
morfologische analyses uitvoerde was niet op de hoogte van de oorsprong
van de preparaten en van het doel van de experimenten.

4.4 TFrequentieverdelingen wan het in vitro bevruchtend vermogen
van patiénten en donoren
Zaadcelkarakteristieken van groepen A, B en C werden vergeleken door

nmiddel van routine spermaz—onderzoeken en het in vitro bevruchtend vermogen
(tabel 4.2). Het gemiddelde percentage bevruchting van pati&nten van
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Tabel 4.2 Pavameters vax in vitro bevruchtings -en sperma—onderzoek bij subfer—
tiele en fertiele marmen (gemiddelde en spreiding).

groen A groep B groep C
(mannelijke facteor) (vrouwelijke factor, (vruchtbaar)
mogelijk ook manne-
lijke factor)

aantal 79 43 26

percentage in

vitro bevruchting 9 (0-87) 30 (0-100) 54 (11-100)
birndings scoxe 1.7 (0-5) 2.9 (0=5) 3.8 (0.5~5)
gemiddeld aantal

gepenetreerde 0.2 (0-0.3) 0.6 (0-4.8) 1.1 (0.1-5)
zaadcellen per eilcel

zaadcelconcentratie

(x 106/m1} 31 (2~113) 56 (5-270) 62 (10-140)
percentage beweeg-

144kheid 27 (5-80) 34 (1-74) 44 (15-70)
concentratie beweey~

lijke zaadcellen & (0.2-41) 18 {1-11Q0) 28 (2-7Q)

(2 IDG/ml)

groep A was 9% (spreiding 0-87%). De frequentieverdeling van deze groep
patigaten (figuur 4.1a) verschilt aanzienlijk van de frequentieverdeling
van de vruchtbare domoren (figuur 4.le). Het gemiddelde percentage
bevruchting van de laatste groep was 54% (spreiding 11-100%). Het laagste
bevruchtingspercentage dat in deze groep werd waargenomen was l1%Z. Indien

Figuur 4.1 Frequentieverdelingen van in vitro bevruchtingsbepalingen van
(blz. 5g) =aadeellen van verminderd vruchtbare of onvruchtbare patiénten

en vruchtbare donoren.
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testen met een bevruchtingspercentage hoger dan 10% arbitralr worden
beschouwd als =zijnde positief, dan heeft 75% van de mannen met een
vruchtbaarheldsprobleem {groep A) een negatieve wuitslag. Er moet met
nadruk op gewezen worden dat slechts 19 van de 79 patiénten van deze groep
een in vitro bevruchtend vermogen hadden dat vergelijkbaar was met dat van
vruchtbare donoren (figuur 4.le).

De frequentieverdeling van patiénten, bij wie de vrouwelijke partner
een afwljking van het reproduktie-systeem had, is intermediair tussen
bovenstaande frequentieverdelingen (figuur 4.1b). Van 43 patiénten hadden
er 23(54%) een positieve test. Van een totaszl van 122 patiéanten (groep A
en B) hadden 46 (38%) een bevruchtingsperceatage van 0%.

Bovenstaande resultaten komen In grote  1ijnen  overeem « met
wazrnemingen gedaan door Rogers et al (1979) bij een groep van 40
patiénten en 21 donoren. Het gemiddelde percentage bevruchting van de
vruchtbare groep die door deze onderzoekers werd bestudeerd, was 56%
{spreiding 14-100%). De overecenkomsten met de hier gepresenteerde
resultaten zijn opvallend. Op 1  ©belangrijk punt echter wijken de
resultaten van Rogers et al af van het hier gepresenteerde onderzoek. In
een groep van 18 patiéaten, waarin de onvruchtbaarheid vermoedelijk alleen
veroorzaakt werd door de mannelijke partner (overecenkomend met groep 4},
was het bevruchtingspercentage altijd lager dan het laagste percentage van
de vruchtbare contrcle-groep. Het is uitermate moellijk om in een marge
van 0-10%4 bevruchting te voorspellen welke patiénten wel en welke geen
kans op nakomelingsschap hebben.

Hall (1981) bestudeerde het in vitro bevruchtend vermogen bij 22
vruchtbare domoren en 43 minder vruchtbare patiénten. Het laagste
bevruchtingspercentage van de donorgroep was 20%. De meerderheid wvan de
patiénten (56%) bevruchten de eicellen in dezelfde mate, als de vruchtbare
donoren. Vergelijking tussean de hier gepresenteerde pgegevens en de
gegevens van Hall zijn niet mogelijk, omdat deze de klinische gegevens van
beide partners niet vermeldt.

Barros et al (1578, 1979) interpreteren de interactie tussen
hamstereicel en humane 2zaadcel op een andere manier. Zij evalueren de
test niet op basis van een bevruchtingspercentage, zodat vergelijking van
bovenstaande gegevens met deze rTesultatep vrijwel onmogelijk is (2.4).
Bovendien worden de zzadcelconcentraties in vitro en de incubatietijden
door deze onderzoekers gevariéerd, hetgeen vergelijking van resultaten
extra bemoeilijkt.

Overstreet en medewerkers (1980) evalueerdén in twee test-situaties,
de interactie tussen de zaadcel en de eicel met behulp van dezelfde
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ejaculaten, namelijk penetratie wvan de menselijke eischil (elcellen
opgeslagen in hoge =zoutconcentraties) en interactie met de zona-vrije
hamstereicel. De zaadecellea van 1 van de 8 vruchtbare donoren waren wel
in staat de humane eischil te penetreren, maar slechts 1 van de &4
hamstereicellen. De zaadcellen van de andere 7 donoren penetreerden de
hzmstereicellen wel in hoge mate. Uit deze gegevens blijkt dat het
relatief hege in vitro bevruchtende vermogen van vruchtbare manmen, zoals
dat tot op heden (Rogers et al, 1979; dit onderzoek) is gevonden, een
beperkte waarde heeft zolang niet meer vruchtbare donoren worden getest.
Uit de gegevens van Overstreet et al (1980) blijkt in overeenstemming
met de hierboven beschreven resultaten, dat het megelijk is dat mannen met
een verminderde vruchtbazrheid een positieve hamstereiceltest hebben.
Deze auteurs menen echter, oms inziens onterecht, dat dit vals—positieve
testuitslagen zijn. Het is immers heel goed denkbaar, dar de geteste
patiénten in de toekomst nog spontzan nakomelingschap kunnen verkrijgea.
Preoefondervindelijk is aangetoond dat, afhamkelijk wvan de duur van de
kinderwens, tussen de 3 en 25% van de mannen met verminderde
vruchtbaarheid, die de polikiiniek in het Dijkzigt =ziekenhuis bezochten,
zonder verdere behandeling een zwangerschap Iinduceren (Aafjes et al,
1%78). 3Bij deze gepevens werd mede rekening gehouden met azodsperme en
extreem oligosperme patiénten. Deze laatste groepen kunnen niet met de
hamstereiceltest onderzocht worden, zodat wvoor de in het onderhavige
onderzoek bestudeerde populaties {groepen A en B} een
zwangerschapspercentage tussen de 10-407% verwacht kan worden.
Frequentieverdelingen van de bindings-scores en van het gemiddelde
aantal gepenetreerde zazadcellen per eicel voor pati@nten en donoren zijn
gegeven in figuar 4.1 d t/m 1. In tegenstelling tot de
bevruchtingspercentages is het duidelijk dat de mate van binding van de
zaadeellen aan het eicelopperviak geen  betekenis  heeft wvoor de

diagnostiek, daar de overcenkomsten tussen de drie bestudeerde populaties
te groot zijn.

4.5 Relatie tussen abnormaal semen, onbegrepen onvruchtbaarheid
en de hamstereiceltest

Het gemiddeld percentage in wvitro bevruchfing van 30 oligosperme
patiénten (groep A) was 11%, hetgeen niet verschilt van het gemiddelde
percentage in vitro bevruchting {9%) van de oligosperme en normosperme
patignten samen {tabel 4.1). Dit is in overeenstemming met de eerder
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getrokken conclusie, dat oligospermie op zich niet een belangrijke oorzaak
van verminderde vruchtbaarheid is (Eliasson, 1%71; Smich et al, 1977;
Zukerman, 1977; MacLeod, 1971; Macleod en Wang, 1979).

Het merendeel van de patiZnten van groep A had asthenospermie en/of
teratospermie. Hoewel een duldelijke scheiding van beide afwijkingen in
twee afzonderlijke groepen moeilijk is, werd wel gevonden dat patienten,
waarblj onder andere teratospermle werd gevonden een hogere kans hebben op
een positieve test, dan patiénten waarbij onder andere asthenospermie werd
gevonden {respectievelijk 16 wvan de 32 en 3 van de 42, tabel 4.1). De
klinische relevantie van deze verschillen is niet duildelijk. Zaadcellen
van mannen met secundaire onvruchtbaarheid hadden een in wvitro bevruchtend
vermogen, dat vergelijkbaar was met dat van wannen met  primaire
infertiliteit (tabel 4.1).

Zaadcelkarakteristieken, zoals motiliteiz, morfologie en
concentratie, werden als normaal beschouwd bij 26 van de 43 patiénten van
groep B (waarin overwegend vrouweli jke factoren de  verminderde
vruchtbaarheid bepalen). Volgens criteria die ook werden gehanteerd voor
groep A, hadden de overige patiénten van deze groep abnormzal sperma. Uit
tabel 4.3 blijkt dat zaadcelsuspensies wvan patifnten met normale
sperma-parameters significant meer eicellen bevruchten dan die wvan
patiénten met abnormaz)l sperma. Van 26 patiénten met "normaal” sperma

Tabel 4.3 Klinische gegevens van mamelijke patiénten, waarvan bij de vrowe—
lijke partner een afwijking van het reproduktie-gysteem kon worden
aangetoond (groep BJ.

aantal gemiddeld percentage aantal testen
patiénten (spreiding) in vitzo hoger dan 10%
bevruchting (% van het to-
taal)
o8
abnormaal sperma 17 18 ( 0-81) 7 (41%)
&
normaal sperma 26 41 (0-100) 16 (62%)
totaal 43 30 (0-100) 23 (54%)

2 variantie-analysge; F=4.95, df 1 en 39, p<0.05.

@ zie criteria tabel 4.1
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hadden 10 patiénten echter een negatieve test. Dat betekent dat de
verminderde vruchtbaarheid op het niveau van de bevruchting kan worden
gelokaliseerd. Dit is in oversenstemming met resultaten van Overstreet et
al (1980), die =a2antoonden dat bij 3 van de & patienten met normale
sperma-parameters, de zaadcellen toch een verminderd in vitro bevruchtend
vermogen  hadden. De hamstereiceltest kan dus worden gebruikt als

hulpmiddel  bij de diagnose van idiopatische of
onvruchtbaarheid.

onbegrepen

4.6 Reproduceerbaarheld van de hamstereiceltest

De reproduceerbaarheid van het testsysteem werd onderzocht door het
in vitro bevruchtend vermogen van minstens twee ejaculaten van 98
Figuur 4.2 Reproduceerbacrheid van verschillende in vitro bevruchtings-

parameters en het percentage beweeglijkheid bepaald voor een
grogp van 98 patidnien.
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Tabel 4.4 Klinische en experimentele gegevens van patiénten met verminderde vruchtbaavheid (groepen 4 en B), die
een zwangerschap vercoragakicn, nadat de hamstereiceltest was uitgevoerd,

groep patiéﬁt opzerkingen sperma-onderzoak __ infertili-~ periode tus- parcentage
nummer zaadcel- percentage percentage teiltsduur sen test en in vitro P
concentratie beweeglijkheid normale {jaren} zwangerschap bevruchting
(%106 fral} zaadcellen {maanden)
A 8 asthenospermie 22 30 ki 2 5 0 % (0/35)
teratospermie 0 % (0/25)
A 24 teratospermie 45 20 13 2 3 9 % (3/32)
polyspermie 23 % {9/39)
A 43 asthenospermie 31 s onbekend 10 8 3 % {1/40)
A 47®  oligo/asthenc 7 15 15 3 7 0% (0/31)
hoge viscositeit 0 % (06/29)
A 103 hypogonadisme 26 50 42 2 2 20 % (9/45)
4 % (§/27)
A 108 astheno/lepto/ 8 5 1 2 4 0 % {0/33)
terato/oligo
B i0 acclusie linker 65 40 20 3 7 38 & (8/24)
tikba - terato
B 11 oligomenorrhoea - 23 10 11 4 1 i1 & {3/27)
astheno/terato
B 14‘ oligomencrrhoea 80 15 14 10 5 4 % {2/44)
astheno/terato
B 19 oligemenorrhoea 15 35 i3 5 [ 10 % (3/39)
linker varicocéle
B 33 primaire amenorrhoea 12 35 10 3 13 33 % (12/36)
oligo/astheno/terato

4secundaire onvruchtbaarheid.

%% aantal bevruchte eicellen / totaal aantal eicellen



patiénten te bestuderen. De resultaten van deze studies zijn weergegeven
in figuur 4.2. Bij 60% van de patinten kon het bevruchtimgspercentage
uitermate nauwkeurig vastgesteld worden (ﬁerschiilen kleiner dan 5%). De
varlatie wvan het Dbevruchtingspercentage van deze patiénten was nooit
groter dan 20%. Een vergelijkbare reproduceerbaarheid, werd ook gevonden
voor het gemiddelde aantal bevruchtende =zaadcellen per eicel. Beide
parameters zijn daarom goed bruikbaar voor de evaluatie van het 1n vitre
bevruchtend vermogen. Ter vergelijking is i1n {figuur 4.2 de lagere
reproduceerbaarheid wan de bindings—score en van  het  percentage
beweegli jkheid uitgezet.

4.7 De diagnostische waarde van de hamstereiceltest in een
prognostische studie

De periode waarin het in vitro bevruchtend vermogen van de patienten
werd bestudeerd duurde 15 maanden. Twee maanden nadat de laatste patiént
was onderzocht werd nagegaan welke patiénten eenr zwangerschap hadden
geinduceerd. E1f graviditeiten kwamen voor im de totale patiéntpopulatie.
Zes zwangerschappen werden gerapporteerd door patignten van groep A- Het
zwangerschapspercentage is relatief laag (9%) ten opzichte van het
verwachte uiteindelijke percentage (l10-44%Z, zie 4.4). Daarom moet er met
nadruk op worden gewezen dat de resultaten hieronder beschreven, cen
voorlopig karakter hebben.

Klinische gegevens en factoren betreffende de in vitro bevruchting
van de alsnog vruchtbaar gebleken patiénten zijn gegeven in tabel 4.4.
Sommige van deze patiénten hadden een positieve hamsteresiceltest, maar &
patisanten van groep A hadden, ondanks de later optredende in vivo
bevruchting’, een negatieve hamstereiceltest. Drie wvan de & paticnten
hadden e¢en bevruchtingspercentage wvan OX. Bet is opmerkelijk dat deze

vals-negatieve uitslagen alleem voorkwamen  bij patidnten net
asthenospermie. Uit deze gegevens 1is duidelijk dat een negatieve
hamstereiceltest geen absolute indicatie  hoeft te zijn vOoor

onvruchtbaarheid. Wel bevestigt de negatieve test de aanwezigheid van een
defect. EHet laatste kan echter eenvoudiger door middel wvan een routinoe
sperma—onderzoek worden  vastgesteld. De  mogelijkheid wvan een
buitenechtelijke oorzaak van een zwangerschap met een vals-negatieve
hanstereiceltest, is gering. Van een vergelijkbare groep wan 933
patiénten, die in ¢en periode van 6 jaar de polikliniek im het Dijkezigt
ziekenhuis bezochten, hadden 157 pati8atean azodspermie {Aafjes et al,
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1978; Aafjes en van der Vijver, 1976; Aafjes, 198l). Zwangerschap werd
in deze laatste groep alleen waargenomen in enkele gevallen na afdoende
therapeutische maatregelen. In eem andere groep vam 379 patidnten, wexrd
in 78 gevallen secundaire onvruchtbaarheid gecohstateerd. Azodspermie
werd bl] deze laatste pati@nten nlet gevonden. Deze feiten tonmen aan dat
buitenechtelljke  =zwangerschappen  uitermate zeldzaam  voorkomen bij
patignten met verminderde vruchtbaarheid, die deze polikliniek bezoekeun.

Piguur 4.3 Relatie tuseen de duur van de kinderwens en de uitsieg van de

hoemstereiceltest.
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4.8 De duur van de onvruchtbaarheld en de prognostische waarde
van de hamstereiceltest.

De duur van de kinderwens is een belangrijk gegeven voor de evaluatie
van de prognose van de pati&at (Southam, 1960; Aafjes et 41, 1978). Door
Aafjes en medewerkers (1978) werd aangetoond dat patiBnten met een
kortdurende onvruchtbaarheid (korter dan 2 jaar) mnog 23% kans op een
nakomelingschap hebben. Dit verschilde significant van patiénten met een
infertiliteitsduur van 6 jaar of langer (kans op nakomelingsschap 2%). Om
deze reden werden Ia wvitre bevruchtingsparameters en  verschillende
factoren van  het routine sperma—-onderzoek, zoals concentratie,
bewzeglijkheid, percentage normale zaadcellen etc. gecorreleerd met de
duur van de kinderwens. Het in vitro bevruchtingspercentage van patiénten
was in tegenstelling tot de andere parameters significant negatief
gecorreleerd met de duwr van de kinderwens (figuur 4.3, rz=—-0.2, p<0.05).
Van de 104 patiénten hadden er 16 een kinderwens, die langer dan 6 jaar
duurde. Positieve testen werden bij deze patienten niet gevonden.

Uit deze gegevens kan worden geconcludeerd dat een  positieve
hamstereiceltest gecorreleerd iIs met een neg slechts kort durende
kinderwens,. hetgeen van waarde kan zijn bij de evaluatle wvan de patiént
met verminderde vruchtbaarheid.
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HOQFDSTUK 3

DE EAMSTEREICELTEST EN ANDERE SEMENFACTIOREN

5.1 Onderlinge relaties tussen bevruchiingsparameters

Binor en medewerkers (1980) hebben aangetoond, dat het gemiddelde
aantal gepenetreerde zaadcellen per eicel (2.4), positief gecorreleerd is
met de geincubeerde concentratie bewegende =zaadcellen. Het  aaantal
bewegende zaadcellen dat werd geincubeerd in de hier %beschreven
experimenten werd echter comstant gehouden (2.6). De mate van polyspermie
is in deze situatie onafhankelijk van de concentratie van de bewegende
zaadcellen. In figuur 5.1 1is het gemiddelde =zantal  gepenetreerde
zaadcellen pexr eicel van 144 verschillende ejaculaten, ultgezet tegen het
bevruchtingspercentage. Er werd een hoge positieve correlatie gevonden
(r=0.9%, p< 0.0001). De in figeur 3.1 getrokken lijn verbindt data van
zaadcelsuspensies, waarvan het gemiddelde aantal gepenetreerde zaadcellen
per eicel gelijk 4is zan 1 (monospermie). Polyspermie wordt dus vrijwel
alleen waargenomen bij hoge bevruchtingspercentages. Uit deze en uit
waarnemingen van Binor en medewerkers kan worden geconcludeerd, dat de
mate van polyspermie afhankelijk 1s wvan de concentratie  bewegende
zaadeellen in vitro en van het bevruchtingspercentage.

De mate van binding 1Is eveneens positief gecorreleerd met het
bevruchtingspercentage (1=0.72, n=148, figuur 5.2). Over het algemeen is
de mate van hechting van de zaadcellen aan de eigcellen bepalend voor het

later geconstateerde bevruchtingspercentage. Toch werd er een grote
variatie (figuur 5.2) gevonden tussen zaadcelsuspensies, met betrekking
tot het aantal gehechte zzadcellen bij vergeli jkbare

bevruchtingspercentages.

5.2 De duur van de beweeglijkheid in vitro en de in vitre bevruchting

Van 46 zaadcelsuspensies van patiénten werd het perceutage in vitro
overleving bepaald door dit te betrekken op de concentratie van bewegende
zaadcellen aa2n het begin wvan de incubatie. Een lage significante
correlatie tussen de dim vitro overleving en de in vitro bevruchting kon
wordea aangetoond (r=0.20, p<0.05). In 3 wvan de 84 Tbestudeerde
zaadcelsuspensies werden geen progressief beweeglijke =zaadcellen meer
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piguuy 5.3 (a) Relatie tussen het percentage in vitre bevruchting en het
percentage normale zaadcellen in de ejaculaten van patiénten.
(b) Relatie tussen het percentage tn vitro bevruchting en de

saadce leoncentratie (MBF) in de ejaculaten van patiénien.
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waargenomen aan het begin van de incubatie met de elcellen. Toch kon bij
twee van deze zaadcelsuspensies bevruchting worden geconstateerd (9% em 33%
bevruchting, respectievelijk 15 en 20% eosine-positief). Uit deze
gegevens kan worden geconcludeerd dat de duur van de motiliteit in vitro
van zaadecellen en het in vitroe bevruchtend vermogen twee verschillende
eigenschappen van de zaadcellen kwantificeren.

5.3 Meervoudige belichtingsfotografie, zaadcelmorfologie en in
vitro bevruchting

Een weliswaar lage maar positief significante correlatie kon worden
aangetoond tussen het percentage morfologisch normale zaadcellen in het
ejaculaat en het percentage in vitro bevruchte elcellen (r=0.23, p=0.02,
=109, figuur 5.32). Dergelijke lage maar significante correlaties werden
ook gevonden tussen het percentage normale zaadcellen enerzijds en de
bindings-score (r=0.25, p <0.009, p=106), respectieveliijk het gemiddelde
aantal gepenetreerde zaadcellen per eicel anderzijds (r=0.22, p=0.03,
n=107). Bet  percentage normale zaadcellen was ook significant
gecorreleerd met het percentage beweeglijkheid (r=0.23, p=0.01, n=109) en
de concentratie wvan beweeglijke zaadecellen {(r=0.26, p=0.006, n=109).
Dergelijke relaties zijn ook door anderen beschreven (Crabbe, 1977;
Makler en Itzkovitz et al, 1979).

Zaadcellen van ejaculaten van 63 patiénten werden zowel bestudeerd
door middel van de Thamstereiceltest als door middel van MBF. ©Een lage
significante correlatie werd gevonden tussen het bevruchtingspercentage en
de =zaadcelconcentratie im het ejaculaar (x=0.29, p<0.02, figuur 5.3D9).
Een mwmiddelmatige significante correlatie werd aangetoond tussen het
bevruchtingspercentage en de comcentratie beweeglijke zaadcellen (r=0.33,
p<0.009, figuur 5.4a). Het percentage beweeglijkheid was niet significant
gecorreleerd met het percentage bevruchting (r=0.22, p<0.08, figuur 5.4b).

Deze resultaten zijn niet in overeenstemming met gegevens van andere
onderzoekers, die geen significante correlaties tussen semen factoren en
het bevruchtingspercentage hadden gevonden (Rogers et al, 1979; Zausner
Guelman, 1981). Hall (1981) daarentegen toonde wel significante
correlaties aan tussen de  zaadcelconcentratie en  het percentage
beweeglijkheid enerzijds en het bevruchtingspercentage anderzijds.

Er moet nogmaals met nadruk op worden gewezen, dat de concentratie
van bewegende zazadcellen fn de lncubatievlceistof rond de hamstereicellen
in onze preoefopstelling comstant 1s. De hier aangetcoonde correlatie
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Figuur 5.4 (a) Relatie tussen de concentratie beweggiifke zaadeellen (MBF)
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in de ejaculaten van patidnten en de in vitro bevruchting.

(b) Relatie tussen het percentage beweeglijkheid (MBF) in de

percentoge beweeglijkheid

ejaculaten van patiénten en de in vitro bevruchting.
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tussen de <concentratie van bewegende zaadcellen in het niet gewassen
ejaculaat en het in vitre bevruchtend vermogen geeft wellicht aan dat in
dergelijke ejaculaten, de kaus op bevruchﬁing van de elcel hoger is. Door
anderen werd reeds aangetoond dat de concentratie van bewegende zaadcellen
in het ejaculaat e¢en belangrijke factor is (in vergelijking met andere
semen parameters) voor de evaluatie van de vruchtbaarheid (Smith et al,
1977; Marmar et al, 1%7%).

De gemiddelde snelheid en de gemiddelde benadering van een rechte
lijn bij de voortbeweging (3.3) zijm niet significant gecorreleerd met het
in vitro bevruchtingspercentage. Uit de figuren 3.5a en b blijkt dat

Plguur §.5 (a) Relatie tussen de gemiddelde smelheid von zaadeellen (MBF)
in de ejaculaten van patidnten en deg in vitro bevruchiing.
Indtviduele data en gemiddelden zijn amngegeven.
(k) Relatie tussen de gemiddelde benadering van de rechte lijn
(MBF) van de zaadeellen en dez in vitro bevruchting.
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zaadcellen met een middelmatig hoge gemiddelde snelheid, gemiddeld een
hoger in wvitro bevruchtend vermogen hebben dan zaadcellen met gemiddeld
extreen lage dan wel hoge snelheid. Dit is merkwaardig daar men (Harvey,
1960; Makler et al, 1979; Milligan et al, 1980) geneigd is om aan te
nemen dat een hoge snelheid eem grotere kans op bevruchting geeft. Over
de oorzaak van bovengenoemd fenomeen kan slechts gespeculeerd worden. Men
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zou kunmen veronderstellen dat zaadcellen die zich met een hoge snelheid
voortbewegen eerder hun beweeglijkheid verliezea, dan zaadcellen die zich
met es&n matige snelheid voortbewegen. Uit andere kortdurende experimenten
bleek echter dat een vergeldijkbare relatie tussen snelheid en in vitre
bevruchting ook kan worden waargenomen, indien de zaadecellen glechts korte
tijd werden geiIncubeerd (Weeda et al, 198l}. Bet bevruchtingspercentage
van de zaadeelsuspensies met gemiddeld hoge snelheid was weliswaar Ilaag,
maar de hechting van de =zaadcellen aan de eicel "normaal”. Het is
nood zakelijk dit fenomeen nader te bestuderen, omdat uwit de prakrijk niet
duideli jk is  welke  snelheid  geassocieerd is met  verminderde
vruchtbaarheid.

De gemiddelde snelheid van de =zaadcellen wvan de hier bestudeerde
groep patiénten is vrijwel onafhankelijk van het percentage beweeglijkheid
(z=0.16, p<0.22), de zaadcelconcentratie (r=—0.06) en de concentratie wvan
de bewegende zaadcellen in het ejaculaat (r=0.04). Dit toont aan dat de
gemiddelde snelheld van zaadcellen een onafhankelljke
beweeglljkheldsvariabele i1s, hetgeen In overecenstemming is met eerder
gedane uitspraken (Makler en Itzkovitz et al, 187%; Milligan et al,
1980).

Daar parameters van de MBF vrijwel niet gecorreleerd zijn met de in
vitre Dbevruchting, kan gesteld worden dat de vruchtbazrheidspotentie
routine-matig door gebruikmaking van belde technieken naast elkaar,
bestudeerd kan worden.

5.4 Effecten van homeloog spermaplasma op de in vitro
bevruchting

Spermaplasma is eean gecompliceerde transportvloeistof, die, mede
doordat =zij 1is samengesteld uit vloeistoffen afkomstig van verschillende
organen, een wisselende fysische en chemische samenstelling  Theeft
(hoofdstuk 7). De gevolgen van een defici&ntie van het spermaplasma op de
zaadcellen en de effecten daarvan op de vruchtbaarbeld, =zijn aiet
duidelijk. De effecten van vervanging van "afwijkend” spermaplasma van
patiénten door spermaplasma van vruchtbare donoren op de beweegliijkheid en
het in vitro bevruchtend vermogen, worden besproken in hoofdstuk 7.

Her is gebruikelijk om het ejaculaat voordat het in wvitre wordc
geincubeerd, spontaan te laten vervloeien (2.2). Dit wordt bewerkstelligd
door het sperma, gedurende 20 tot 60 minuten bij 37%  of bij
kamertemperatuur te plaatsen. Qok bij de in vitre bevruchting van
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Tabel 5,1 Effecten van het opvangen van ejaculaat in medium op het in vitro bevruehiend

s

vermogen van de zaadeellen van patiénien met abnormaal spermaplasma.

SL

aantal belangrijkste gemiddeld percentage in vitro bevruchting aantal tweede gemiddeld percentage
patiénten abnormaliteit eerste tweede tweede testen dat heweeglijkheid
standaard standaard test; 20% hoger was eerste tweede
test te2st ejaculaat dan de eerste test test
in medium test
opgevangen
16 teratospermia 9 9 0/16 23 21
en/of
10 asthencspermie 1 9 0/10 20 17
13 coagulaat, 23 23 0/13 34 - 135
vertraagde ligque- a
10 factie, hyperspermie 11} 23 1/10 32 23
11 agyregratie a 7 a/11 27 25
»
8 it 19 2/8 25 26
G hoog visceus 18 16 0/6 i8 15
spermaplasma (s )
12 13 36 5/12 16 30

tratudent t-test: 0.025<p < 0,05
C’student t-test: 0,0005 <p < 0,001



menselijke eicellen wordt deze procedure toegepast {Steptoe en Edwards,
18783 lepata et al, 1978; Trounson et al, 1980). De situatie die dan
ontstaat vertoont weinig of geen overeeukomsten met de ia vive processen.
Het vaginale miliep heeft een schadelijke inviced op de zaadcellen.
Immobilisatie wan zaadcellen in de vagina vindt reeds nma 1 of 2 uur plaats
(Hafez, 1980). Bet is dus belangrijk dat zaadcellen vanuit her in de
vagina gedeponeerde spermaplasma, =zo snel wmogelijk in een gunstiger
omgeving terecht komen. Na inseminatie kunnen zaadcellen al na enige
minuten in de cervix worden waargenomen (Sobrero en Macleod, 1962; Hafez,
1980). In het kader van deze gegevens en gezien de Teterogene
samensteling van spermaplasmz werd onderstaand experiment uitgevoerd bij
40 proef-patidnten en 46 controle-patienten.

_Het in vitro bevruchtend vermogen van de controle-patienten werd aan
de hand van twee ejaculaten vastgesteld. Vers sperma werd bewerkt zoals
voorheen beschreven (2.2), met dien verstande dat er nauwkeurig op werd
toegezlen dat het sperma gedurende 1 wur in een omgeving van 37°C werd
geplaatst, alvorens het werd gewassen en vexrder bewerkt. Het eerste
ejaculaat van de proef-patiénten werd overeenkomstig deze procedure
bestudeerd. Bet tweede ejaculaat daarentegen werd onder  andere
omstandigheden verkregen. De patiénten werden geinstrueerd om het sperma
op te vangen in een steriele plastic beker, gevuld met 50 ml TMPA-medium.
Dit werd gedaan om na ejaculatie Dblootstelling wvan =zaadcellen aan
spermaplasma te minimaliseren. De medium-sperma mengsels werdean 2o snel
mogelijk na de ejaculatie gefiltreerd door een laag laboratorium —tissues
{(KlLeenex) en gedurende 5 miputen 2ij 300g gecentrifugeerd. Dz pellets
werden in medium opgelost en wederom gecentrifugeerd. De zaadcellen
werden in vers medium (2.2) opgelost en op dezelfde wijze geincubserd als
de bovenbeschreven zaadcelsuspensies.

De resultaten van dit experiment =zija beschreven i1n tabel 5.1.
Verschilleu tussen de standaard testen van de controle-patiénten werden
vergeleken met verschillen tussen de standaard test en de test waarbij
ejaculaat in medium werd opgevangen blj de proef-patienten. EHet in vitro
bevruchtend vermogen van de zaadcellen van de controle-patiénten varieerde
noolt meer dan 20%. DPit komt overeen met eerder vermelde resultaten
(4.6). Bij 8 van de 40 proef-patiénten nam het bevruchtingspercentage
daarentegen meer dan 20% toe onder invleoed van de oonmiddellijke verdunning
vzn het sperma met medium. In tabel 5.1 zijn de patiénten ingedeeld
volgens wel of mnlet voorkomende afwijkingen van het spermaplasma. Het
sperma van de § patiénten, waarbij een remmende werking van het homologe
spermaplasma konm worden aangetoond, had normale zaadcelkarzkteristieken.
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Met pame kon er een remmend effect op de in wvitro Devruchting worden
aangetoond bij sperma met een hoge viscositeit. In deze groep nam het in
vitre bevruchtend vermogen na ejaculatie in medivm in 5 wvan de 12 gevallen
tee (tabel 5.1). Het gemiddelde percentage beweeglijkheid van deze groep
nam weliswaar toe van gemiddeld 167 tot gemiddeld 30%, maar dit was geen
significant verschil.

Ock bij 3 andere pati&nten kon wordeun waargenomen, dat laagdurige
blootstelling aan spermaplasma een remmende Invloed had op het in vitro
bevruchtend vermogen. Bij deze patiénten werd een vertraagde Iliquefactie
van het spermaplasma of aggregratie wvan zaadcellen wzargenomen. De
aggregratie van zaadcellen werd mogelijk veroorzaakt door  factoren
aanwezig In het spermaplasma. Shulman en medewsrkers (1978) vonden dat
zaadcellen van enkele patiBnten, die enige malen wmet een medium werden
gewassen, na inseminatie konden bevruchten. De reden waarom men tot deze
therapie besloot was da vaststelling van dimmunclogische onvruchtbaarheid
bij deze patidnten. Bekend is dat zogenaamde immunogleobulinen of
autoagglutininen sanwezig op de zaadcellen agglutinatie of immeobilisatie
van de zaadcellen kunnen verocrzaken {5.53). Verschillende methoden zijn
ontwikkeld om de immunologisch  verocorzaakte agglutinatie van
donor-zaadcellen onder invlced van patidnter—serum of-gpermaplasma vast te
stellen (Meange, 1977; BHellema, 1978).

Gezien de veronderstelde mogelijkheid van een immunologisch effeect
van in spermaplasma aanwezige stoffen, is het noodzakelijk om enige
kanttekeningen te plaatsen bij bovenstzande experimenten. Noch deor het
eigen onderzoek, noch door het onderzoek van Shulman en medewerkers {1978)
kon worden aangetoond dat, door te wassen met medium, eventuele
antilichamen aanwezig op de zaadcellen verwijderd of veranderd worden.
Een ander fenomeen speelt daarbij ook nog een mogelijke rol. Met—
immunclogische aggregratie van zaadecellen kan ook vazk worden waargenomen
bij ontstekingen van de accessoire geslachtsorganen, waarbij de zaadecellen
spontaan hechten aan allerlei c¢ellen en substanties, =zeals in het
spermaplasma aanwezige mycoplasma (Taylor-Robimsom en  Manchee,1967;
Eliasson, 1973). Dit proces werdt pseudo—agglutinatie genoemd.

Bovenstaande experimenten laten de mogelijkheid van een aggregratie
vercorzaakt deor blootstelling van de zaadcellen aan spermaplasma, open.
Eén en ander zouw kunnen wordenm opgehelderd door serum of spermaplasma van
de hier geteste patiénten verder te onderzoeken op het al of niet
voorkomen van autoagglutiniren daarin. Ten tijde van het hier beschreven
onderzoek werden dergelijke testen echter uniet in dit laboratorium
uitgevoerd.
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5.5 TImmunoglobulinen en het in vitro bevruchtend vermogen

Het percentage echtparen, waarbij antilichamen tegen zaadecellen
kunnen worden aangetoond im serum of in de reproduktie-organen van de man
of de vrouw, varidert tussen 10 en 20% (Menge, 1979). Bij dergelijke
patiénten kan een slechte doordringbaarheid van het cervixslijm worden
gevonden (Fjallbrant, 1968; Manning-Pagon en Behrman, 1971). Uit studies
bij konijren is gebleken dat er een immunologisch mechanisme bestaat dat
een rol speelt op het niveau van de interactie tussen zaadcel en eicel
(Menge, 1971; Russo en Metz, 1974). Menge en Black (1979) hebben in een
recent onderzoek aangetoond dat de eischilvrije hamsterelicel een geschikt
test-systeem vormt om de immunclogische interactie wmet de menselijke
zaadcel te bestuderen. Zij toonden aan dat konijne-antiserum, opgewekt
tegen bijvoorbeeld sperma-extracten en testikels en toegevoegd aan de
zaadcel/eicel suspensies een remming van de bevruchting teweeg kan
brengen. Uit de gegevens van deze onderzoekers blijkt echter dat, als
gevolg van immobilisatie en agglutinatie wvan de =zaadeellen door de
antisera, =zich slechts 1-3 x 10° vrij bewegende zaadcellen/ml rondom de
eicellen bevinder. In de controle-experimenten daarentegen was het aantal
bewegende  zaadcellen hoger. Veronderstellingen wvan Menge en Black
gebaseerd op deze experimenten, berusten daardoor mede op niet gecorloofde
vergeli jkingen tussen zaadcelincubaties (2.6).

Zaadeelagglutinatie vercorzaakt een vermindering van de hoeveelheid
vrij bewegende zaadcellen. Dit kan indirect leiden tot oligospermie. Het
is onwaarschijnlijk dat de oligospermie de primaire reden is voor de
onvruchtbaarheid. Mogelijk =zijmn ook de niet-geagglutineerde zaadcellen
“"bedekt” met immunoglobulinen. 0u deze Jlaatste veronderstelling te
toetsen werden zaadcellen gelncubeerd met gerum van patiénten met bekende
antilichaamtiters. Deze zaadcelsuspensies werden mnaderhand toegevoegd
aan hamstereicellen, waarbij er nauwkeurig op gelet werd, dat ex zich een
gelijk aantzl bewegende zaadcellen rondom de eicellen bevonden.-

Een aantal van dexrgelijke experimenten is weergegeven in tabel 5.2.
Er werden twee  incubatie-schema’s voor deze experimenten gebruikt. Het
sperma werd aan een bekende hoeveelheid agglutinatie-positief of-negatief
serum toegevoegd (schema 1} of het sperma werd eerst opgezuiverd door
gebruilmaking van de opzwemtechniek (schema 2). In het laatste geval
werd serum aan de spermaplasmavrije-zaadceloplossing toegevoegd. Uit de
gegevens  van tabel 5.2 kan geconcludeerd worden dat de
bevruchtingscapaciteit van vrij-bewegende =zaadcellen blootgesteld aan
agglutinatie-positief serum, geremd wordr. Zelfs bij een zeer grote
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Tabel 5.2 Effecten van preincubatie van zaadcellen in medium waaraan Trrmnoglobulinen werden toegevoegd,

op de in vitro bevruchting.

donor gebruikt tijdsduur {(minuten) tijdsduur{uren en in vitro aantal be- aantal niet-
serum preincubatie van minuten) preincubatie serum vruchte/to- geagglutineer-
preparaat @ ongewassen sperma en serum{i) en incubatie van de verdun- taal aantal de bewegende
® opgezwommen zaadcellen en zaadecelsuspensie ning eicellen(%} zaadcellen in
serum {2} vitro(xloﬁfmn
A standaardﬂﬁ 60 (1} T uur 1/800 2722 (9%) 1.3
preparaat 1/2000 12/32 (38%) 1.1
controle®  5/13 (393) 1.4
B idem 85 {1) 7 uur 15 1/800 13/13 (100%) .1
1 /2000 17/17 (100%) 2,4
controle” 9/11 {82%}) i,
C idem 90 (2} 5 uur 50 1/200 0/25 {0%) 0.8
1/400 2/14 (14%) 2.0
controle®  9/23 (39%) 2.5
b idem 90 {2) 6 uur 10 . 1/200 1/18 (6%) 3.
1/400 3711 (27%) 3.9
controle® 4721 (19%) 2,
E+F patient A 1008 35 (2) 8 wr 10 1/100 8/18 (443) 3.5
idem patiént B :tégz’; 35 (2 8 uur 30 17100 £9/20 (95%) 4.0
controle® 22/24 (92%) 4.0

# bevat negatief serum

## agglutinatie-positief vriesdroog preparaat 69/65



verdunning van serum (1/800) kan remming van de interactie tussen zaadcel
en eicel worden waargenomen. De mate van het effect is afhankelijk wvan
het geteste serum en van de kwaliteit van het Jomor—sperma.

Deze waarnemingen komen overeen met recente rasultaten van Wolf en
nedewerkers (198l) en Dor et al (1981), mear zijn niet in overcenstemming
met gegevens van anderen {Bremsom et al, 1981). Dor et a2l {1981) konden
geen vremming van de Dbevruchting bij serumverdunningen groter dan 1:150
waarnemen. Mogelijk wordt dit veroorzaakt door een te lage concentratie
bewegende zaadcellen in vitro.

De remming van het in vitro bevruchtend vermogen onder invleed van
aantiiichamen  vormt een geschikt testmodel woor de bestudering van
invloeden, die deze remming meogelijk kunnen opheffen.

5.6 Fumarase—activiteit in relatie tot beweeglijkbeid en in
vitro bevruchting

Crabbe (1976,1977) veronderstelde dat het in menselijke ejaculaten
aanwezige <fumarase en diamine oxidase informatie 2ouden kunnen geven
betreffende de vruchtbaarheid van de donor. Deze veronderstelling werd
gebaseard op hoge correlaties tussen de enzymactiviteiten enerzijds en de
zaadcelconcentratie en  het  perceatage  beweeglijkheid anderzijds.
Daarentegen werd door Neufeld en anderen (L$79) zangetoond dat diamine
oxidase niet met de beweeglijkheid en de concentratie gecorreleerd was.

Ejaculaten van 69 pati®nten werden verdeeld in drie delen. Een deel
werd gedurende 30 minuten bij 1600g gecentrifugeerd en het supernatant
ingevroren, opdat op een later tijdstip de fumarase activiteir kon worden
bepaald. Een tweede deel werd met MBF gefotografeerd. Het derde deel
werd gewassen en geilncubeerd ter bestudering van het In vitroe bevruchtend
vermogen. De fumarase—activiteit in het spermaplasma aanwezig werd in
duplo met behulp van een Beckman spectrofotometer bepaald, volgens de
methode beschreven door Crabbe (1976).

De verschillende parameters wvan de beweeglijkheids-analyses waren
niet gignificant gecorreleerd met de fumarase—activiteit. Qok werd geen
significante correlatie tussen de verschillende parameters van de
bevruchting en de fumarase-activiteit  gevonden. Wel bleek de
fumarase-activiteit significant positief gecorreleerd te zijo met de
zaadcelconcentratie (figuur 5.6a, r=0.52, p<0.001l) en met de concentratie
beweeglijke  zaadcellen (figuur 5.6b, r=40, - p<0.001). Daar de
zaadcelconcentratie een minder Tbelangrijke parameter is bij het
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sperma—onderzoek, kan geconcludeerd worden, dat het meten van fumarase in
spermaplasma niet

van belang is voor de evaluatie van de vruchtbzarheld
van de man.

Het is zeer waarschijnlijk dat het fumarase afkomstig is

van
de  zaadcellen  zelf, daar

werd waargenomen dat in fracties wvan
split—ejaculaten zonder zaadcellen geen of weinig fumarase aanwezig was.

Figuur 5.6 Relatie tussen de zaadceleoncentratiez (a) en de con—

centratie beweeglijke zaadeellen (b) in ejaculaat van

patiénten enerzijds en de fumarase aqetiviteit ander—
zzgds.
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HOOFDSTUK 6

EFFECTEN VAN CRYOPRESERVATIE VAN SPERMA P HET IN VITRO
BEVRUCHTEND VERMOGEN VAN ZAADCELLEN

6.1 Historische aspectea van kunstmatige inseminatie

Reeds 1in de derde eeuw werd de mogelijkheid wvan  kunstmatige
inseminatie verondersteld in de Talmud. Hierin werd gediscussieerd over
de wvraag of een zwangere vrouw een hoge priester mag huwen. De
schriftgeleerden ueenden dat deze vraag alleen bevestigend kon worden
beantwoord, indien er sprake was van een maagdelijke zwangerschap, welke
was veroorzaakt doordat de vrouw in met sperma "verontreinigd” water had
gebaad.

Arabische paardenfokkers hebben de kunstmatige inseminatie in de 148
en 15% eeuw wvoor het eerst in praktijk gebracht (Gautier, 1881;
Guttmacher, 1943). Hoewel Bartolomeus Eustachius omstreeks het jazr 1550
het toepassen van "geassisteerde inseminatie” reeds voorspelde bij mensen
{Guenean de Mussy, 1875; Rohleder, 1934), zou het langer dan 200 jaar
duren alvorens John Hunter (Home, 1799} de eerste kunstmatige inseminatie
zou beschrijven. Het handelde daarblj om ecen inseminatie met het sperma
van de echtgenoot wvan een vrouw {in het engels wordt dat ATH genoemd;
artificial insemination with husband’s semen).

Tussen 1846 en 18635 werd in Frankrijk kunstmatige inseminatie wrij
regelmatig toegepast (Schellen, 1957). Hoewel het idee van de kunstmatige
inseminatie in het Midden-Oosten werd ontwikkeld en in Europa in praktijk
werd gebracht, was het de fsmerikaan Pancoast, die aan het einde van de
vorlge eeuvw een kunstmatige Inseminatie met sperma van niet—echtelijke
origine ultvoerde (Hard,1909; Gregolre en Mayer, 1%653). Hoewel exacte
gegevens over de mate van toepassing van donorinseminatie ontbreken, werd
in 1970 het aantal kinderen dat op deze wijze was verkregen geschat op

350.000 (Smith, 1970).
6.2 Historische aspecten van cryopreservatie van sperma
Spallanzani was de eerste die het effect van lage temperaturen op de

zaadcellen bestudeerde (1776). Hij observeerde dat zaadcellen die met de
koude van sneeuw in aanraking kwamen, ophielden re bewegen. Na opwarmen
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“"herstelden” sommige zaadcellen =zich. In 1866 stelde Mantegazza voor,
sperma van dierem voor veterinaire toepassingen in te vriezen. Hij kwan
tot deze conclusie omdat =zaadgcellen een temperatuur van -15°C konden
overleven. Dat betekende ook —althans volgens Mantegazza- dat zaadcellen
afgetapt wvan slagveld-slachtoffers, alsnog een legale erfgenzam konden
voortbrengen. Hij stelde wvoor het sperma in te vriezen en dan na2ar huis
te sturen. Het zou mnog meer dan een eeuw duren alvorens de legale
implicaties van een dergelijke inseminatie werden beschreven (Cusine,
1977). In 1938 nam Jahnel waar dat sommige zaadcellen een temperatuur van
~269.5%C kunnen overleven. Shettles {1940) stelde vast dat de mate van
overleving van de zaadcellen varleerde per domor en dat de reversibiliteit
bij opwarming wminder werd naarmate de  zaadecellen  langer werden
geconserveerd. In 1942 werd door Hoagland en Pincus een ultra-snelle
koelmethode ontwikkeld, waarbij gebruikx werd gemaakt van vlceibare
stikstof.

De routine-matige conservering van ingevroren menselijk sperma, is
mogelijk geworden als gevolg van twee belangrijke ontwikkelingen. In 1949
beschreven Polge, Smith en Parker de beschermende werking van glycerol op
het keoelproces {eryoprotectie). Enige Jjaren later werd door Sherman
(1954) aangetoond dat de beschermende werking van glycerol pas effectief
werd, indien het sperma met een bepaalde snelheid werd ingevroren. Deze
informatie leidde in 1954 tot de eerste geslaagde inseminatie met ontdooid
sperma (Bunge, KXettel en Sherman), dat geconserveerd was geweest in
droogijs (~79°C). Sinds 1964 wordt het sperma meestal bij -196°C in
-vloeibare stikstof- bewaard (Perloff, Steinberger en Sherman, 1964).

AID (inseminatie met donorsperma) wordt overwogen als er sprake is
van irreversibele mannelijke steriliteit of indien, als gevolg van een
duideldjke afwijking ven de zaadcellen, de kans op zwangerschap zeer klein
1s  (Richardson, 1980).  Het gebruik van “diepvries—sperma” voor
kunstmatige inseminatie heeft een aantal voordelen. Het sperma kan op
ieder gewenst moment worden ontdooid. Daarnaast kan gedurende dezelfde
cyclus meer malen met hetzelfde donor-sperma worden gelnsemineerd. Er
zijn echter ook nadelen verbonden aan cen sperma-bank. In de praktijk is
gebleken, dat de vriesprocedure hogere elsen stelt aan het donor-sperma.
Tevens 1is aangetoond dat ontdooid sperma 15 tot 207% minder vruchtbaar is
dan vers sperma (Sawada en Ackerman, 1967; Behrman en Ackerman, 1969;
Sherman, 1973; Ansbacher, 1978; Richardson, 1980).

Het aantal kinderen dat via ontdooid donor-gperma is verwekt (in 1973
waren dat er volgens Sherman 571) is vele malen kleiner dan het aantal
kinderen verkregen door imseminatie met vers sperma. Wellicht geeft menig
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onderzoeker de voorkeur aan vers sperma bij donor-inseminatie.
Mogell jkerwijze is dit mede bepazld deor een publikatis van Pedersen en
Lebeder (1971), waarin werd aangetoond, dat zaadcellen door het invriezen
ultrastructureel beschadigd kunnen worden.

6.3 Factoren die de overleving van zaadecellen na cryopreservatie
belnvloeden

Zowel de cryobeschermende werking van verschillende substanties zals
de noodzakeli jkheid van een  gecontroleerde  koelsprelheid zZijn
cryobiologische principes die ontdekt werden bij zaadcellen (Polge et 2l,
1949; Luyet en Keane, 1955). Bij het invriezen van zaadcellen moet met
de volgende verschijanselen rekening werden gehouden.

6-3.1 Koude-shock

Zoals bij andere celtypen ook het geval 1s, kunnen =zaadcellen ©bij
afkoeling boven de stollingstemperatuur beschadigd worden (Polge en
Lovelock, 1952). Humane zaadcellen schijnen hierop een uitzondering te
zijn (Farrant, 1980). Koude - shock kan worden tegengegaan door een
langzame daling van de omgevingstemperatﬁur.

6.3.2 Het vriesproces

Gedurende het vriezen ontstaat er ijs rondom de cél. Hierdoor worde
water wult de omgeving weggetrokkenr. Daardoor ontstaat er een verhoogde
osmotische gradiégant roandom de cel (Lovelock, 1953), waardoor deze zal gaan
krimpen. De gebruikte invriesmethode moet fen doel hebben deze
celverandering te laten plaatsvinden zonder dat er intracellulair
ijsvorming ontstazt. Daardeoor zal bij zeer lage temperatuur de cel
vrijwel geen ijs bevatten {Farrant ez al, 1577). Indien de koeling tre
langzaam verlocpt kan de cel ook beschadigd worden als gevolg van een te
grote krimping of een te langdurige blootstelling aan de verhoogde
osmolariteit (Lovelock, 1933; Meryman, 1868).

Indien het medium waarin de zaadcellen zich bevinden gekoeld wordt,
dan zal er een punt bereikt worden, waarop de zazadcellen plotseling worden
blootgesteld aan eern temperatuurverhoging. Deze wordt vergorzaakt door
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kristallisatie wvan het medium. Beschadiging hierdeor veroorzaakt, kan
worden voorkomen door sneller in te vriezen {(Sawada en Ackerman, 1968).

6.3.3 Cryo—beschermende stoffen

Indien onbehandeld humaan sperma wordt Ingevroren enm ontdooid, dan
toont slechts 0.1% van de zaadecellen enige mate van beweeglijkheid.
Toevoeglng van een zogenaamde cryo—-beschermende stof, welke de zaadcel
tegen  beschadiging  beschermt, verbetert de overleving radicaal
{Richardson, 1980}. ‘

Cryo-beschermende stoffen moeten niet toxisch zijn voor de cel en
goed oplosbaar zijn in water. Dit laatste betekent dat ze tijdens de
ijsvorming in oplossing blijven. Tegen een te snelle koeling bieden deze
stoffen geen bescherming. Daarentegen zijn =ze actief bij te langzame
koeling doordat ze kristalvorming tegengaan waardoor het oantstaan van een
te hoge zoutconcentratie wordt voorkomen (Lovelock, 1953; Mazur et al,
1970).

Voor het Invriezen wvan humazn sperma wordt glycerol het meest
toegepast. Dimethylsulfoxide dat gebruikt wordt voor het invriezen van
eicellen en embryo’s (2.8) geeft slechte resultaten met =zaadecellen
(Sherman, 1964; Schnieden, 1980). 0ok eigeel bezlt een beschermende
functie, veroorzaakt door het daarin aanwezige lecithine. Eigeel en
glycerol kunnen ook worden samengeveoegd in een medium dat teveas citraat,
glucose, fructose, glycerol en antibiotica bevat (het  zogenaamde
G.E.C.-medium; Behrman en  Sawada, 1966; Mathesom et al, 1969;
Richardson, 1976}.

6.4 Doel van het onderzoek

HBet is moellijk om aan de hand wvan eigenschappen wan het verse
ejaculaat, de levensvatbaarheid wvan de zaadcellenr na ontdcoien te
voorspellen. De parameter die het meest gebruikt wordt is het percentage
beweegli jkheid. Dit blijkt echter een controversiéle parameter te zijn,
daar is aangetoond dat de gemeten beweeglijkheid voor het Iinvriezen geen
voorspellende waarde heeft voor de mate van overleving (Behrman en Sawada,
1966; Amelar en Dubin, 1980). Desondanks bestaat er wel een hoge
correlatie tussen de beweeglijkheld v66r en na het invriezen (Keel en
Karow, 1980). Andere gebrulkte testen zijn eigenlijk modificaties wvan de
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beweeglijkheidsbepaling; zoals de penetratie wvan cervixslijm in vitro
(Fjallbrant en Ackerman, 1969), een rundercexvixslijmtest (Zavos en Cohen,
1980), de overleving van zaadcellen in cervixslijm (Friberg en Gemzell,
1973) en de verandering van de beweeglijkheid na de ejacularie (Xeel en
Karow, 1980). Het opnieuw invriezen en ontdooien van sperma kan ook als
een test-systeem worden gebruikt (Ansari, 1976). De evaluatie wvan
verschillende cryobiologische techmisken is helaas afhankelijk van deze
test~systemen (Friberg en Gemzell, 1973; Harrison en Sheppard, 1980).

Het doel van het hieronder beschreven onderzoek was de verschillende
technicken, die door sperma-banken worden gebruikt met elkaar te
vergelijken met behulp van de hamstereiceltest. De studie wvan het in
vitro bevruchtend vermogen biedt namelijk het voordeel, dat verschillende
methodieken aan de hand van dezelfde ejaculaten kunnen worden vergeleken.

6.5 Materlaal en methoden
6.5.1 Gebruikte cryobiologische media

Glycerol werd in 5 delen in de loop van 5 minuten aan het sperma
toegevoegd totdat er een 10% volume~concentratie was bereikr.

G-E.C.-medium (glycerol, eigeel en citraat) werd vers voor de aanvang
van de  experimenten  bereid. Dit medium werd samengesteld uit
kippe—eigeel, glycerol, glucose, natrium—citraat, glycine en erythromycine
(Matheson et al, 1969). Het wmedium werd stapsgewijze aan het sperma
toegevoegd tot er een ratio wvan 1:1 was verkregen.

6.5.2 1Invriezen, coaserveren en ontdooien

De sperma-medium mengsels werden in 2 ml glazen ampullen gepipetteerd
en gedurende 10 minuten in ijswater gezet. De open ampullen werden in een
ruimte geplaatst waarin vioceibare stikstof werd geblazen. De koelsaelheid
werd gecontroleerd door een {ryoson-controle apparaat (Tram122) en de
ampullen werden ingevroren volgens é¢én van de veolgende twee trajecten.
Met koelprocedure A werd bimnea 153 minuten een temperatuur van ~100°¢
bereikt (matig tot =smelle koeling}). Via procedure B werd dezelfde
temperatuur pas bereikt na 57 minuten (langzazme koeling). Ampullen die
met behulp van traject A werden ingevroren, werden met L°C/minuut gekoeld
tot =2.5°C en verder met 7°C/minuut tot -20°C. Appullen die viaz traject B
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werden ingevrorea werden eerst gekoeld tot -5°C met een snelheid van
0.2°¢/minuut en daarna met een toenemende sunelheld van maximaal
0.6%/minuut tot -429C ingevroren. De ampullen werden gedurende 2 dagen
bewaard in vloeibare stikstof en ontdooid in een waterbad van 37°C
gedurende 5 minuten (experimenten 1 en 2).

6.5.3 Opwerking van zaadcellen

Indien vers spermz wordt vergeleken met ontdooid sperma, dan blijkt
dat 1n het laatste geval het aantal niet bewegende zaadcellen altijd
groter is. Dit wverschil 1s ook =zichtbaar imn de  opgewerkte
zaadcelsuspensies. Dit zow tot gevolg hebben dat suspensies met veel
dode zaadcellen van de ene experimentele groep (ontdoold sperma) =zouden
worden vergeleken met suspensies met zeer weinlg dode zaadeellen van de
andere experimentele groep {(vers sperma). Om dit te wvoorkomen werd de
volgende procedure gebruikt. Zowel van de verse als van de ontdooide
ejaculaten werden voluminz van 0.5 ml in plastic buizen gepipetteerd,
waarop voorzichtig twee ml kweekmedium werd gebracht. Eierdoor ontstaat
een twee-lagig opzulveringssysteem, waarin actlef bewegende zaadcellen,
vanuit de sperma-laag in de bovenstaande medium-laag migreren (Lopata et
al, 1976; Hellema en Ramke, 1978). De buizen werden gedurende een uur
vi3 37% geplaatst. Van de bovenste medium-laag werd ongeveer 1.5 ml
afgepipetteerd en  verder  bewerkt (2.2)- De zo verkregen
zaadcelsuspensies bevatten een hoog percentage bewegende zaadcellen
(50-100%), in tegenstelling tot =zaadcelsuspensies afkomstig van de
onderste laag (minder dan 5% beweeglijkheid). Het in vitro bevruchtend
vermogen -van zaadcellen wuit de onderste laag is ook enige malen
bestudeerd (6.6)-

6.5.4 Statistische bewerkingen

De gegevens werden getoetst met behulp van variantie—analyse. Indien
een significant werschil was aarngetoond werden individuele groepen
vergeleken met de LSD-test. De gegevens van experiment 2 (6.8) werden

bestudeerd door middel van een variantie—analyse volgens het twee-factoren
blokmodel.
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6.6 Effecten van het opzwemmen van zaadcellen in een laag medium
op het im vitro bevruchtend vermegen

In vitro bevruchtingspercentages van zaadcellen die im de boven het
sperma geplpetteerde mediumlaag {(6.5.3) migreerden =zijn in tabel 6.1
vergeleken met bevruchtingspercentages van zaadcellen die niliet 1in de
medium~laag migreerden. Alleen zaadcelsuspensies afkomstig wvan de
onderste laag met voldoende Dbewegende zaadcellen wexrden met eicellen
geincubeerd (2.6). Zoals uit de resultaten blijkt, bevruchten
gemigreerde zaadcellen beter dan niet-gemigreerde zaadcellen. Bli jkbaar
hebben deze =zaadcellen een hogere bevruchtingscapaciteit dan minder
actleve (weliswaar beweeglijke) zaadcellen.

In een aantal andere experimenten met 9 donor—ejaculaten werd 1/6
deel wvan het ejaculaat steeds apart gehouden en de 5 andere delen werden
onderworpen aan verschillende procedures, die ten doel hadden de
beweegli jkheid wan het ejaculaat te verbeteren. Op deze wijze kon worden

Tabel 6.1 Im vitro bevruchting van zaadeellen afkometig van de bovenstaarde me—

diumlaag (opgezwormen zaadeellen) en de onderstamnde spermaplasmalacg
(aehtergebleven zaadeellen) van een eenvoudig opzuiveringssysteen.

donor in vitro bevruchting - aantal bevruchte/totaal aantal eicellen (%}

verse zaadcellen ontdooide zaadcellen
glvcerol complex invriesmedium
boven onder boven ondexr boven ondexr
2 24/24 (100 8/14 (54) 4/21 (19) 0/22 (0)

3 22/22 (100) 19/24 (75)
4 29/29 (100) 27/28 (97} 25/26 (96) 12/15 (80)
5 32/32 (100) 18724 (80) 18/22 (86) 9/16 (56) 13/23 (58) 6/13 (56)
6 32/33 (97 17/26 (85)
7 27/33 (82) 8/23 (35)

8 21/33 (64) 11/30 (37)

88



Tabel £.2 Invloed van opsuivering van aangetoond, dat het in vitro be-
sperma of stimulatie van vruchtend vermogen van opgezwom—
men zaadcellen vergelijkbaar is
met dat van onbehandelde
zaadcellen (tabel 6.2}.

zaadeellen op de in vitre
bevruchting (percentages en

standaardafuifkingen) . De experimenten vermeld in
tabel 6.1 en 6.2 zijn verkregen
door zaadcellen van verschillende
gebruikte gemiddelde percentage donorgroepen te bestuderen.
methode in vitre bevruchting Bevruchtingspercentages van deze
groepen mogen, gezien het geringe
bovine serum azantal donoren, niet vergeleken
albumine kolom 20.0 £ 9.7 worden.
Qok opzulvering van zaadcel—
cafeine (7mM.) 29.3 + 9.5 len door middel van Sephadex of
bovine serum albtumine kolommen of
OpgezwomEen 25.9 + 10.0 stimulering van de zaadcellen
zazdcellen - door middel van cafeine,
sephadex-kolom 22.3 + 5.3 verbeterde de bevruchting niet.
Over het algemeen wordt
onbehandeld sperma 29.0 + 9.7 aangenomen, dat deze technieken

de beweeglijkheid bevorderen,
hoewel met name over de effecten
van cafeine tegeanstrijdige
berichten ziJn gepubliceerd {(Chulavetnatal, 1973; Schoenfeld et al, 1973;
Ericsson, 1973 en 1977; Jobnson et al, 19%974; Steeno et al, 1975:
Dougherty et al, 1576; Homonnal et al, 1976; Harrison et al, 1980;
Schilling et al, 1977).

De resultaten die in tabel 6.2 zijn vermeld komen in principe overeen
met het feit dat een positief effect op de conceptie-kans van
behandelings-procedures van sperma, voorafgasnde aan de  kunstmatige
inseminatie, mnooit is aangetoond (Broer e¢n Dauber, 1978; Harrison et al,
1978; Koper et al, 1979).
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Tabel 6.3 Effecten van eryoprotectieve media op het behoud van het in vitrvo bevruchtend vermogen en de beweeglijk-
heid van ontdocide zaadcellen. Gebruikte media: (A} complex inveiesmediwm (zie tekst) en (B) 10% glyeerol.

donor  cryoprotectief  aantal bevruchte / totaal percentage beweeglijkheid "recovery rate {%)*
medium aantal eicellen {%) |
in vitro percentage
vers - ontdooid vers ua ontdooid bevruchting beweeglijkheid
A 11/25 (44} 30 100 43
! B 19765 (AN /15 (7) 0 30 6 43
A 4721 (19} 10 19 17
2 5 24/24 {100} g0y (3 60 25 38 42
A 2/32 (6) 20 5] 31
3 5 22/22 (100) 4,0 190y 65 25 20 39
A 25/26 (96) 30 96 43
4 s 20/29 (100}, 10y (ge) 70 25 86 36
F: 13/23 (56} - 56 -
5 B 32/32 (100} 14,125 (86) ) - 86 -
A 2/17 (12) 10 12 33
6 B 32/33 O 3493 (13 30 5 14 {7
a 3/14 (22) 40 27 80
7 . 27/33 (82) | 15 (6 50 20 - 10
A 2/15 (15) 25 24 39
8 B 21/33 (64) 0720 (0) 65 10 o 15
3/27 (1) 20 16 40
9 b 36/51 (M} 4108 (1a) 50 10 20 20

# F=14,6, df 2 en 16, p <0.01 #4 F=55.4, &f 2 en 14, p <0.04



6.7 Experiment l: vergelijking van crye-beschermende media

Sperma van 9 donoren werd in drie porties verdeeld. Een deel werd
bewerkt om het in vitro bevruchtend vermogen van de verse zaadcellen te
bestuderen (controle) en de andere twee delen werden of verdund met
glyceroi of met G.E.C.-medium. Beide sperma-verdunningen werden met
traject B tegelijkertijd ingevroren en tegelijkertijd ontdooid.

De in vitro bevruchtingspercentages en de beweeglijkheids percentages
van dit experiment zijn weergegeven in tabel 6.3. Per zaadcelsuspensie
werden gemiddeld 26 eicellen gebrulkt. Het bevruchtingspercentage van de
verse  zaadcellen  varieerde wvan 29 tot 100%  (gemiddeld 83%).
Crycpreservatie had een significante daling van de bevruchtiang en vap de
beweeglijkheld tot gevolg. Behandeling met de verschillende media had
geen invloed op beide parameters. TIn twee gevallen had de cryopreservatie
geen invloed op de in vitre bevruchting.

Vele onderzoekers geven de voorkeur aan glycerol als beschermende
stof (Reetel et al, 1%56; Tyler, 1973), anderen menen echter dat
eigeel-glycerol- citraat medium effectiever zou zijn (Behrman en Sawada,
1956; Behrman en  Ackerman, 1969; Matheson et al, 1669). De
conceptie-percentages in deze studies varieerden tussen de 30 en 50%.

In een onderzoek bij 83 pati®aten (Friberg en Gemzell, 1973) werden
beide cryo—beschermende mediza vergeleken. Van de 26 zwangerschappen
werden er 16 veroorzaakt door sperma dat met het complexe mediuvm was
behandeld en 10 door sperma dat met glycerol was verdund. Aangezien dit
geen significant verschil is concludeerden deze oanderzoekers, dat beide
wedla even effectief zijn. Dit komt overeen met de conclusie die ult het
huidige onderzoek kan worden getrokken. Daarentegen toonden Harrison en
Sheppard (1980) recent aan dat het complexe medium de zaadcellen beter zou
beschermen dan glycerol.

6.8 Experiment 2: effect wan koelsnelheid

Vijf donoren werd verzocht tweemaal te domeren. De ejaculaten werden
in twee delen gesplitst. Een deel werd als controele gebruikt en het
andere deel werd vlia traject A (eerste ejaculaat) of via traject B (tweede
ejaculaat) ingevroren.

De resultaten van deze experimenten zijn weergegeven in tabel 6.4.
Eet bevruchtend wvermogen van de =zaadcellen gekoeld volgens de twee
snelheden is niet wverschillend- Deze resultaten komen overeen met
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gegevens van  Friberg en Gemzell (1977) die inm dit opzicht geen
systematische, maar wel individuele variatie waarnamen. Belde trajecten
worden door .verscheidene sperma~banken gebruikt. Bet hier genoemde
traject A 1s wvergelijkbaar met dat van Behrman en Sawada  (1966).
Iraject B is vergelijkbaar met de droogijs-koelmethode.

Tabel 6.4 In vitre bevruchtend vermogen (perecentages en standaardafwijkingen)

van 10 zaadmonsters van 5 domoren (experiment 2). De gegevens werden
getoetst door middel van een 2—factoren variontie-analyse.

verse zaadcellen ontdocide zaadcellen
o
langzame koelsnelheild 140/142 (99 + 8)%& 447160 (37 + 18)
+* *
matige koelsnelheid 106/129 (93 + Tia#% 35/92 (35 + 12)

#* F=0.33, geen interactie tussen de twee invriesprocedures, 4f 1 en 4.

P F=34,81, significant verschil tussen de gegevens van verse en ontdooide zaad-
cellen (p <0.01, df 1 en 4).

% zie tekst.

€ zantal bevruchte/toctaal aantal eicellen.

6.9 Experiment 3: vergelijking van ontdooi-procedures

Vers ejaculaat van 19 donoren werd voor een deel bewerkt wvoor de

studie van Thet in vitro bevruchtend vermogen {controle) en voor een deel
verdund met het complexe Iinvriesmedfum. Het wverse en het verdunde
ejaculaat werd gefotografeerd (MBF). Het sperma-invriesmedium mengsel
werd In 3 ampullen gepipetteerd en volgens traject B ingevroren. De
ampullen werden op een van de volgende drie manieren opgewarmd; in een
waterbad van 37°C gedurende 5 minuten, in lucht Bij kamertemperatuur
(22°C) gedurende 15 minuten, 4in aleohol van 5°C gedurende 15 mimuten.
Alvorens de sperma-monsters werden verdund met kweekmedium werd een deel
gefotografeerd (MBF).
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Tabel 6.5 Effecten van verdwwming van eperma met cryoprotectief medium op de
beweeglijkheid (meervoudige belichtingsfotografie) van zaadcellen van

1¢ donoren.
vers sperma vers sperma verdund F vrijheids-—
met cryvoprotectief graden
percentage o
0.54 n. i3
beweeglijkheid &6 34 +5 n.s’ 1 en
gemiddelde snel~ &
t * . .s" 1 en 13
heid (um/sec) 29+ 2 28 + 1 0.03 n.s

& niet significant

die van zaadcellen in het met invriesmedium verdunde sperma {tabel 6.5).
Bij 15 donoren werd het effect van de verschillende ontdooi-procedures op
de in vitro bevruchting bestudeerd (tabel 6.6). Wederom werd aangetoond
dat verse zaadcellen over het algemeen beter eicellen bevruchten dan
ontdoolide zaadcellen (6.6). Bij 7 wvan de 45 suspensies had de
cryopreservatie geen iInvloed op her bevruchtingspercentage. Daarentegen
verninderde de beweeglijkheid altilijd door cryopreservatie.

De gemiddelde snelheid van de zazdcellen veranderde niet door het
invriezen (tabel 6.5). 0Ook het aantal aan de eicellen gehechte zaadcellen
veranderde niet door de cryopreservatie (tabel 6.6). Zaadcellen die
echter ontdooid zijn bij een temperatuur van 4°C bevruchten significant
ninder eicellen dan zaadcellen die bij een hogere temperatuur =zijn
ontdooid. ’

Sawada en medewerkers (1966) hebben & verschillende ontdooi-methoden
vergeleken. Drie daarvan werden hier bestudeerd. 1In prineipe verschillen
de temperatuurcurves van deze methoden alleen in het gebiled onder 0°c.
Matheson et al (1969) mnamen wazr dat de zogenaamde beweeglljkhelds
"recovery rate” van bij kamertemperatuur ontdooide zaadcellen hoger was
dan die wvan zaadcellen die ontdooid warenm door plaatsing in een omgeving
van 4 of 37°C. De "recovery rate" 1s een maat voor de overleving van de
zaadcellen en wordt als volgt berekend;
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TYabel 5.6 Effecten van verschillende ontdooi-procedures op de beweeg—

Lijkheid en het in vitro bevruchtend vermogen van zaadeellen.

parameter vers ontdooid sperma F gignificantie n vrijheids-
ontdotien bij graden
4% 22% 37%
percentage ™
beweegligkhesa 34 £ 47 1212 11+ 2 10+2 41.8 p<0.01 19 3 en 54
gemiddelde niet
snelheid (um/sec) EE 6 11 %12 %62 1.0 significant 19 3 en 54
in vitro - o
bovrachting (v 75 £ & 377 51+ 8 52 +7 20.96 p<0.C1 15 3 en 42
bindingsescore 3.4 + 0.5 3.8+0.4 4.1 + 0.3 4.3 + 0.3 2.25 _ M 4o 3 m
- - - - significant

% gegevens van de verse zaadcellen zijn significant hoger dan de gegevens van de ontdooide
zaadcellen, p <0.01.

€ significant verschil tussen 4°c enexzijds en 22 en 7% anderzijds, p <0.01.

percentage beweeglijkheid (of pexcentage in vitro Devruchting) van
ontdoocide =zaadcellen x 100% / percentage beweeglijkheid (of percentage in
vitre bevruchting) van verse zaadcellen.

De hier berekende beweeglijkheid is berekend zan de hand van een
objectieve methode, zodat aan de resultaten van Matheson et al getwijfeld
dient te worden.

6.10 Donor-selectie en hamstereiceltest

De meeste sperma~banken hanteren de recovery rate van de
beweeglijkheidspercentages als standaard wvoor donor—selectie. Uit de
gegevens van tabel 6.3 blijkt dat het percentage bevruchting onder invlced
van cryopreservatie niet altijd op dezelfde wijze verandert als het
percentage beweeglijkheid (tabel 6.3, zie domor 7 sperma dngevroren met
complex medium). Zaadcellen met een matige beweeglijkheid na ontdooien
(ongeveer 20-30%) kunnen toch mnog tot een hoog bevruchtingspercentage
aanleiding geven (domoren 1 en 4, G.E.C.-medlum; doneor 4, glycerol).
Daarentegen had sperma met een goede beweeglijkheid (40%) na ontdeoiing

94



soms een lage bevruchtingscapaciteit (domor 7, G.E.C—medium)}.

Zoals dat cok het geval is bij het in vive bevruchtend vernmogen
vermindert ook het in wvitro bevruchtend vermogen na cryopreservatie. Dit
in tegenstelling tot de gemiddelde snelheid en de affiniteit van de
zaadcellen voor de eicel, die door cryepreservatie niet veranderen. In
een aantal gevallen bleef het in vitro bevruchtend vermogen stabiel,
hetgeen nlet in overeenstemming is mer resultaten van Binor et al (1%80).
Deze onderzoekers vonden na cryopreservatie altijd een afname wvan de in
vitro bevruchtingsfrequentie.

De effecten van invriezen op de in vitro bevruchtingspercemtages vamn
7 donoren zijn vergeleken in figuur 6.1. Bij 3 donoren met een goede

Figuur 8.1 Imviced van cryopreservatie van sperma op de in vitre bevruch-
ting bij 7 doncren met velatief hoge [CG=——=0) en relatizsf
lage (O+======0) in vitrc bevruchtingspercentages van de verse
saadeellen. Het awntal gepenetreerds zacdeellen op het totaal
aantal zaadeellen 1 vermeld.
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hamstereiceltest (groter dan 50%) daalde het in vitro bevruchtend vermogen
aanzienlijk als gevolg van de cryopreservatie, terwijl bij een andere
donor met een matige hamstereiceltest (donor L) het bevruchtingspercentage
anlet verminderde. Hiermee word: aangetoond dat een hoge iIn vitro
bevruchting door verse zaadcellen geen garantie bledt voor een hoge 1n
vitro ©bevruchting na cryopreservatie. Daarentegen kan donor-sperma met
een matig ia vitro bevruchtend vermogen een hogere weerstand hebben tegen
cryopreservatie dan op gromd van het verse sperma zou worden verwacht.
Een eventuele toepassing van de hamstereiceltest d1n sperma-banken, zou
daarom kunnen leiden tot een veranderde donor—selectie.
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HOOFDSTUK 7

HETEROLOGE INCUBATTIE VAN ZAADCELLEN VAN VRUCETBARE MANNEN IN
SPERMAPLASMA VAN ONVRUCHTBARE MANNEN EN VICE VERSA

7.1 Mannelijke accessolire geslachtsorganen en zaadceltransport

Zaadeellen die de testikel hebben verlaten bereiken via de kop en het
lichaam wvan de epididymis de staart van dit orgaan en het vag deferens.
De passage door de eplididymis is eer androgeen afhankelijk proces
(Orgebin-Christ en Jahad, 1978). In de epididymis rijpen de zaadcellen
door complexe morfologische en blochemische veraunderingen (Hafez en
Cunniagham, 1980). Menselijke =zaadcellen uilt de kop van de epididymis
bewegen zich niet of doen dit ongecodrdineerd. Het vermegen zich voort te
bewegen neemt toe naarmate de zaadcellen ult eea meer naar het vas
deferens gelegen deel van de epididymis worden gelsoleerd (Belonoschkin,
1942; Mooney et al, 1972; Bedford, Calvin en Cooper, 1973). Bij
zaadcellen van de cavia, de rat, het konijn, de hamster, de ram, het rund
en het wvarken is aangetoond, dat het bevruchtend vermogen toeneemt,
naarmate de zaadcellen langer 1In de epididymis vertoeven (Igboeli en
Foote, 1968; Bedford, 1975; Holtz en Schmidt, 15976).

Recent is beschreven, dat humane epididymale =zaadcellen operatief
verwlijderd wuwit de staart van de epididymig, eischilvrije hamstereicellen
kunnen bevruchtenr (Hinrichsea en Blaquier, 1980). Ook werd in deze
publikatie beschreven dat zaadcellen ult de kop van de epididymis niet aan
de elcellen binden, maar dat de affinitelt voor de eicellen pas toeneemt,
naarmate de =zaadcellen uit een dichter bij het vas deferens gelegen deel
worden gelsoleerd. De onderzoeckers hebben echter niet'aan de wvoorwaarde
van een mninimale hoeveelheld bewegende zaadcellen per zaadeelsuspensie
voldaan (2.6), zodat ult deze laatste vondst mogelijk geen counclusies
kunnen worden getrokken.

Zaadcellen afkomstig ult het distale deel wvan de staart van de
epididymis en wuit het vas deferens worden tijdens de ejaculatie gemengd
met het secreet van de ampullaire klieren, de zaadblazen, de prostaat, de
arethrale klieren en de klieren van Cowper. De afvoergangen van deze
organen komen uilt in het vas deferens of in de urethra. Tezamen vormen
deze secreties de vloelbare component wvan het sperma, spermaplasma
genoemd. De verschillende secreties worden tijdens de ejaculatie in een
bepaalde volgorde ultgestoten (4melar en Hotchklss, 1964; Eliasson,
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1976). it betekent dat zaadeellen uit verschillende
ejaculatie~contracties in spermaplasma met een verschillende samenstelling
terecht komen. Dit kan gevolgen hebben voor de zaadcellen (hoofdstuk 8).

7.2 Functie van het gpermaplasma

De belangrijkste functie van het spermaplasma 1s de rol die het
speelt bij het transport van de zaadcellen vanuit de mannelijke organen
naar de vagina. Na 90 seconden kuunnen de eerste zaadcellen reeds in het
cervixslijm worden aangetroffen (Sobrero en MacLeod, 1%62; Hafez,1980).
De =zaadecellen zijn dan slechts gedurende zeer korte tijd met het
spermaplasma in aanraking geweest. Deze eerste snelie migratie wordt
mogellijk veroorzaakt door contracties vam de vagina en de uterus (Fox et
al, 1870). De tweede migratiegolf van zaadcellen is kwantitatief veel
groter ea komt vrijwel alleem tot stand, door beweeglijkheld wvan de
zaadcellen zelf. Deze migratie bereikt zijn maximum ongeveer 15 tet 20
minuten na de ejaculatie (Tredway et al, 1975 en 1978).

Een andere functie van het spermaplasma heeft een meer mechanische
betekenis. Sperma wordt in vloeibare vorm geéjaculeerd, waarna het
vrijwel onmiddellijk coaguleert. Na ongeveer 20 mianuten neemt de
viscositeit  af, hetgeen  liquefactie  wordt genocend (2.23. Bet
niet-geliqueficeerde ejaculaat is een dikke visceuze substantie, die de
zaadcellen vrijwel volledig immobiliseert (Wilsom en Bunge, 19753 Makler
en Zaidise et al, 1979). Bij verscheidene diersocorten is het coagulaat
een vaste substantie, die wmnaar wmen aanneemt ertoe bijdraagt dat de
zazdeellen niet het vrouwelijk lichaam uitstromen of die het effect van de
volgende copulatie door andere mannelijke dieren teanlet doen (Hafez,
1973).

Uitgestelde liquefactie kan leiden tot verminderde vruchtbaarheid,
doordat de =zaadcellen te lang gelmmobiliseerd zijn (Bunge en Sherman,
1954; Bunge, 1970). BLj toeval werd ontdekt dat humaan speeksel en met
name het daarin zanwezige alpha-amylase sperma kan doen vervloeien (Bunge
en Sherman, 1954). Hieruit  blijke dat dé vervloeing een
enzymatisch-gekatalyseerd proces is. Uit spermaplasma werd in 1975 eea
factor geisoleerd, die abnmormaal spermaplasma kon doen vervliceien (Syner
et al, 1%75). Deze factor werd gekarakteriseerd als een proteolytisch
enzym met chymotrypsine~achtige eigenschappen. Mogelljk is dit dezelfde
substantie, die eerder werd Dbeschreven en die seminine werd genoemd
(Lundquist et al, 1955; Spring-Mills, 1980b).
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Kurzrok en Miller (1928) hebben aangetoond dat humaan spermaplasma
¢en proteinase factor bevat, dat, net zoals trypsine en chymotrypsine
cervixslijm kan hydrolyseren. Mogelijk speelt deze factor een rol bij de
in vivo penetratie van cervixslijm door zaadcellen die actief in de cervix
migreren (Moghissi et al, 1964). De hydrolytische activiteit wvan het
spermaplasma op het cervixslijm in vitro is door sommige onderzoekers
aangetoond, maar wordt door anderen weer tegengesproken (Pommerenke en
Vierguer, 1947; Moghissl em Syner, 1970; GaddumRosse et al, 1880;
Overstreet et al, - 1880). Prostaglandinen zijin andere
spermaplasma~factoren die mogélijk de cervixslijmpenetratie belnvloeden
(Zaneveld en Polakoskl, 1977).

Uit het spermaplasma zijn verschillende zogenaamde
antifertiliteits~factoren  geIsoleerd. Hiervan 1s de decapaciterende
factor reeds besproken (2.1.1).

Uic talrijke in vitro bevruchtingsexperimenten met  epididymale
zaadcellen (Whittinghem, 1979; Hinrichsen en Blaquier, 1980) blijkt, dat
het contact met gpermaplasma in principe niet noodzzkelijk 1is. Dit mag
overigens niet gebruikt worden als argument om te veronderstellen, dat
spermaplasma nazst zijn transportfunctie geen andere functies heeft.

7.3 De relatie tussen de chemische samenstelling van het
spermaplasma en de vruchtbaarheid

De energievoorziening van zaadcellen is vrijwel geheel afhankelijk
van extracellulair substraat. Daarvoor 1s in spermaplasma fructose
aanwezig. Mogelijk speelt dit ook eean ol bij de initiatie wvan de
beweeglijkheid (Manm, 1946). Fructose wordt wrijwel alleen in de
zaadblazen gesynthetiseerd (SpringMills, 1980a). Ongeveer 70% van het
spermaplasma is afkomstig uit de zaadblazen. Dit orgaan produceert onder
meer citraat, inositol, 13 verschillende prostaglandinen, ascorbinezuur en
anorganisch  fogsfor. Welke betekenis de =zaadblazzen hebben voor de
vruchtbasrheid, is niet bekend (Spring-Mills, 1980a).

Zaadcellen geisoleerd uit de staart van de enididymis en
gesuspendeerd in een buffer wmet 8% spermaplasma gaan zich actiever
bewegen. De aanwezigheid van zaadblzasvlcelstof =zou de beweeglijkheid
reduceren, maar prostaatvloeistof dasarentegen zou de activitelt vergroten.
Verhoogde beweeglijkheid werd ook waargenomen, na toevoeging van een
oplossing van 4% albumine aan epididymis-—zaadcellen (Lindholmer, 1973).
De prostzat produceert ongeveer 15 tet 30% van het spermaplasma=~volume.
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De samenstelling wvan de prostaatvlcelstof 1is wuitermate gecompliceerd
(Polakoski en Zaneveld, 1977; Spring-Mills, 1980b) en bestaat onder
andere wuit zure fosfatase, cltroenzuur, zink, -Inocsltel en spermine.
Spermine 1s een polyamine dat de coagulatie reguleert enm ook een
bacteriostatische werking heeft (Spring-Mills, 1980b).

Hoewel sperma met abnormale zaadcelelgenschappern vaker afwijkend
spermaplasma  heeft, dan sperma met normale =zaadcelkarakteristieken
(Eliasson, 1970), bestaat er geen absoluut spermazplasma—criterium als maat
voor de vruchtbaarheid. Verminderde zaadcelbeweeglijkheid en of abnormale
zaadcelmorfologie  wordt vaak waargé;omen bij patiénten met
prostatoveslculitis (Schirren, 156l; THellinga, 1966). De bepaling van
allerlei chemische stoffen in het spermaplasma geeft een indruk van de
bijdrage van de verschillende accessocire geslachtsorganen. Zodoende wordt
nocdzakell jke informatie omtrent de gezondheldstoestand verkregen. Zo kan
bij een  verminderde A hoeveelheid zure fosfatase een verminderde
prostaatfunctie worden aangetoond.

7.4 Doel van het onderzoek

Bij de mens zijn er aanwijzingen dat spermaplasma de beweeglijkheid
van de zaadecellen kan beinvloeden (Mamn, 1964; Singh et al, 1969;
Iindhelmer, 1974; Liadholmer en Eliasson, 1974;  Velazquez, 1977). In
publikaties over spermaplasma (Polakoski en Zaneveld, 1977; Eliasson et
al 1878) wordt vaak het belang wvan het onderzoek gemotiveerd door te
verwijzen Dnaar een aantal experimenten ultgevoerd door Rozin aan het einde
van de vijftiger jarem (Rozin, 1958 en 1961). Deze bestudeerde het effect
van suspensle van zaadcellen van oligosperme patiénten in spermaplasma van
vruchtbare mannen. Het "gezonde™ spermaplasma verhoogde de beweegli jkheld
bij 14 van de 17 gevallen. Bij 17 uit een groep van 21 vruchtbare mannen,
waarvan de zaadcellen werden gesuspendeerd in spermaplasma van oligosperme
patiénten, werd aangetoond dat de beweeglijkheid verminderde. Anderen
hebben deze resultaten bevestigd =zonder hierover echter gegevens te
verstrekken (Polakoski et al, 1976; Polakoski en Zaneveld, 1977;
Eliasson et al, 1978). Rozin stelde wvast dat de methode wvan
donor~spermaplasma kan worden gebruikt voor kunstmatige inseminatie. Dit
is een riskante therapie daar noolt met zekerheld te =zeggen 1s of het
gebruikte donor-spermaplasma wel geheel vrij is van donor-zaadcellen.

In ecen andere studie werd blj 4 donoren aangetoond dat heteroloog
spermaplasma de beweeglijkheid nailet veranderde (Freund, 1962). De
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vruchtbaarheid van deze donoren was echter aiet bekend, zodat vergelijking
met het werk van Rozinm moeilijk is.

Spermaplasma wvan maznnen met verminderde vruchtbaarheid heeft soms een
ongewone fysische samenstelling, zoals bijvoorbeeld een te hoge of een te
lage viscositeit. Het is de vraag of zo’n ongewoon spermaplasma mogelijke
gevolgen heeft voor de =zaadcellen. Voor Thet experiment dat im dit
hoofdstuk d1s beschreven werden een  aantal onvruchtbare patidnten
bestudeerd. Bij controle-onderzoek werd herhaaldelijk aangetoond dat het
spermaplasma van deze patiénten een te hoge viscositelt of een te groot
volume of een coagulaat had. Het effect van een incubatie van deze
zaadeellen Ia "normaal” spermaplasma van vruchtbare donoren en vice versa
werd bestudeerd met behulp wvan de heaemstereiceltest en meervoudige
belichtingsfotografie. Tegelijkertiid werd de invlced van kweekmedium op
de beweeglijkheid bestudeerd.

7.5 Methoden

Acht patiénten met een infertiliteitsduur van 3 tot 8§ jaar en met
normale aantallen zaadcellen (22-61 =z 106/ml) en egen lage beweeglijkheid
(10-20%) werden bestudeerd. Het spermaplasma wvan deze patiénten was
steeds afwijkend (tabel 7.1). Als controle werden ejacelaten van 5
vruchtbare donmoren gebruikt. Deze hadden normale aantallen =zaadcellen
(53-116 = 10%/m1), een normale beweeglijikheid (45-75%) en geen
waarneembare z2fwijking van het spermaplasma.

Nadat het spermz was vervloeid werd het bij 1500g gedurende 30
minuten gecentrifugeerd. Het supernatant spermaplasma werd voorzichtig
verwijderd en gecontreleerd op de aanwezigheid van zaadcellen. Eventueel
werd de centrifugering herhaald. Het spermaplasma werd ingevroren en
bewaard bij -20°C.

Bet Ingevroren spermaplasma werd enige weken later ontdooid ea het
tweede ejaculaat werd verzameld in 50 ml mediwm (5.4) om het contact van
de zaadcellen met homoloog spermaplasma te minimaliseren. De suspensies
werden gefiltreerd en gecentrifugeerd. De pellets werden opgelost in
ontdooid zaadcelvrij homoloog spermaplasma of heteroloog spermaplasma of
medium waaraan 5% polyvinylpyrrelidon was toegevoegd. Experimeanten met
ejaculaat van de 8 patiénten werden gekoppeld asn experimenten met
zaadcellen van 5 donoren, waardoor 29 spermaplasma-suspensies werden
verkregen tabel 7.1} en 13 medium-suspensies. De concentratie werd
gesteld op 50-90 x 10% zaadcellen/ml. De suspensies werden gedurende 7
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Tabel 7.1 Bevruchting van etschiluvrije hamatereicellen door mqadcellen afkomatig van & vruchtbare manen (A tot en
met E) en 8 mannen met verminderde vruohtbaarheid (L tot en met 8}, De zaadoellen zijn gepreincubeerd in

homoloog of heteroloog apermaplasma.

Reden van het

onderzoek {code)

zaadcellen van mannen met verminderde vrucht-

lraarheid gepreinéuheerd in

zaadcellen van vruchtbare mannen

gepreincubesrd in

homoloog heterolcoy homolooy heteroloog
spermaplasza spermaplasma {(ccde} spermaplasma spermaplasma
coagulaat (L) 9/48 {19%) 11/48 (22%) (A} 16/38 (42%) {L)
22/46 (47%)
hoge viscositeit(M} 0/57 { 0%) 0/3%F { 0%} (A) 19/38 (58%) (M)
coagulaat (N} 4/46 ( 9%) 0/39 { 0%) (B) 24/28 (B63) (N)
hoge wiscositeit
en coagulaat (0} 2750 { 4%) /32 { 0%) (B} 50/54 (93%) 34/48 (71%) (0}
nyperspermie (P) 0/45 { O%) 1/33 ¢ 3%) (B) 45/48 (94} (P}
coagulaat (Q) 1/51 ( 2%) 2/47 ( 4%) (C} T/35 (20%) 14/46 (30w (Q)
hyperspermie (R) 0/32 ( 0%) 0/40 ( 0%) (D) 24/32 (75%) 32/44 (713%) (R)
hoge viscositeit(s) 0/29 ( 0%) 0/39 ( 0%) (E) 12/36 (33%) 4/44 (10%) (s}
gemiddelde (stan-
daardafwijkingen)
bevruchtingspercen- 4,3 + 2,4 3.6 + 2,7 53.6 + 13.4 58.0 + 10.2

tages




wur bij 37°%¢ gelncubeerd. Na 1, 3, 5 en 7 wuur werdea de suspensies
gefotografeerd door middel van meervoudige belichtingsfotografie.

Een deel van de 29 homologe en heterologe suspensies werd na 2 uur
incubatie in steriele buizen gepipetteerd. Na een aantal malen te zijn
gecentrifugeerd werden de suspensies verder bewerkt ter Dbestudering van
het in vitro bevruchtend vermogen.

7.5 Effecten van spermaplasma en kweekmedium op de beweeglijkheld

De resultaten verkregen door meervoudige belichtingsfotografie van de
suspensies na 1 uur incubatie waren hetzelfde als die verkregen na langere
incubatie. Daar de kortste incubatie, fysiclogisch het meest belangrijk
is, worden alleen de resultaten daarvan in tabel 7.2 vermeld. Eet
gemniddelde percentage beweeglijkheid van de zaadcellen van de vruchtbare
mannen was 43%. Er kon geen significante verandering worden aangetocond na
incubatie van deze zaadcellen in spermaplasma van patiénten ({percentage
beweeglijkheid gemiddeld 42%). Qok kon geen sipgnificante verandering
worden geconstateerd, na incubatie van zaadcellen van patiénten in het
spermaplasma van doncren (gemiddeld 22 versus 16% beweeglijkheid).

Wel kon worden aangetoond dat de constantheid wvan snelheid wvan de
zaadcellen van de onvruchtbare mannen verbeterde na Incubatie in
donor—spermaplasma {tabel 7.2).

Deze resultaren zijn niet in voiledige overeenstemming met de theorie
van Rozin. De 1nvloed van het spermaplasma die hier kon worden
aangetoond, was immers nihil. Verschillen tussen de beide studies zijn
mogelijk beinvlced door twee factoren. Allereerst werden de zaadecellen in
het hier beschreven experiment, alvorens ze aan hetercleog spermaplasma
werden toegevoegd vrijwel mniet aan homoloog spermaplasma blootgesteld.
Blj de experimenten van Rozin (1958) en Freund (1962) daarentegen werden
de zaadcellen gedurende wvrij lange tijd in pellet-vorm bewaard. Een
tweede belangrijk verschil tussen de beide studies en het hiler beschreven
experiment is de wijze van beweeglijkheids—kwantificatie.

Bij bovenstaand statistisch onderzoek wordt geen rekening gehouden
met eventuele individuele verschillen. Zo kon wordenm aangetoond dat bij 3
van de 8 patiénten de beweeglijkheldsparameters 3-20% verbeterde onder
inviced ven donor—spermaplasma. Dit kam worden verklaard doordat bij twee
van deze patiénten de viscositelt van het homologe plasma was verhoogd.

Hoewel de hier bestudeerde doneren-en pati&ntempopulaties klein
zijn, blijkt dat de kwaliteit van de beweeglijkheid -berekend door middel
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Tabel 7.2 Inmviced van homoloog en heteroloog spermaplasma en Kueekmediwm op de
beweeglifkheid van zacdeellen na I uwur incubatie bij 37 (gemiddel-
den en standaardafwijkingen).

parameter zaadcellen gesuspendeerd in spermaplasma van in medium
van vruchthare man onvruchtbare man

percentage vruchtbare man 45 + 42+ 9 6l + *
beweegll jkheid onvruchtbaar 16 + 2 22 + 23 +

-3
percentage vruchtbaar 43 + 8 40 + 7 53 + 8
progressisve - - -
beweeglijkheid onvruchtbaar 16 + 15 + 4 20 + 3
gemlddelde vruchthaar 0.64 + 0.05 0.64 + 0.08 0.76 + 0.04%
benadering van . ichtbaar 0.76 + 0.10 0.53 + 0.03  0.7% + 0.07%
de rechte lijn - - -
gemiddelde vruchtbaax 25 + 1 32 + 3 36 + 5%
snelheid onvzuchtbaar 27 + 3 23 +8 35 +
gemiddelde vruchtbaar 0.74 + 0.03 0.67 + 0.02% 0.72 + 0.01
snelheids- & N »
constante onvruchtbaar 0.65 + 0.03 0.58 + 0.06 0.73 + 0.02

# significant verschil tussen deze suspensies en de homeloge zaadeelsuspensies,

voor p< 0.05, afhankelijke student t-test.

van meervoudige belichtingsfotegrafie~ tussen die populaties verschilt.

Kweekmedium heeft een gunstig effect op de beweeglijkheld wvan
donorzaadceller (tabel 7.2). Dit werd reeds door anderen waargenomen
(Pauldon en Polakoski, 1977; Makler en Blumenfeld et al, 1979). Mogelijk
wordt dit effect veroorzaakt door verlaging van de viscositeit. Bij de
pati&nten in dit omderzoek kom alleen een verbetering wvaan slechts een
aantal beweeglijkheldsparameters (gemiddelde benadering wan de rechte 1lijn
en de gemiddelde constantheid van snelheid) worden gecoastateerd.
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7.7 Effecten van spermaplasma op de in vitro bevruchting

In tabel 7.1 worden de resultaten van de bevruchtingsexperimenten
gegeven. Het gemiddelde bevruchtingspercentage van de patiZnten was 8%
(spreiding 0-1%%) en van de donoren 54% (spreiding 20-93%). Geen
significante verandering kon worden aangetoond na Incubatie in hetercloog
spermaplasma. Bij twee donor-suspensies verminderde de bevruchting meer
dan  20% na incubatie in spermaplasma van patienten (0 en 8). Eerder werd
aangetoond, dat ecen verschil van het percentage bevruchting van ejaculaten
van dezelfde proefpersoon, dat groter is dan 20%, niet Lkan worden
verklaard door experimentele variatie (4.6). 3Beide patidnten hadden een
verhoogde viscositelt. Bij patient § werd =zowel een effect op de
beweeglijkheid als op de bevruchting aangetoond.

7.8 Conclusies

Verminderde vruchtbaarheld b1j de man kan door vele factoren worden
vercorzaakt. Ult Rozin’s werk (1958, 1961) zou men kunnen concluderen,
dat de aanwezigheid van abnormaal spermaplasma een frequente oorzaak is
van wmannelijke onvruchtbaarheid. TUit bovenstaand onderzoek en uit een
vorlg experiment (5.4) blijkt echter, dat er alleem ma een selectie van
patiénten met wzarneembare afwijkingen van het spermaplasma, een effect op
de In vitro bevruchting of wel op de beweeglijkheid -in individuele
gevallen~ kan worden aangetoond.
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HOOFDSTUK 8

SPLIT-EJACULATIE EN ZAADCELPARAMETERS

8.1 Inleiding

Het ejaculatie-preces kan  worden onderverdeeld in drie
karakteristieke fasen. De ejaculatie begiat, wanneer door de klieren van
Cowper een geringe hoeveelheid vocht wordt afgescheiden. De tweede fase
bestaat wuit het vrijkomen wvan prostaatvocht en de inhoud van de vasa
deferentia. Tegelijkertijd komen daarblj de produkten van .de epididymides
en testikels vrij. De derde fase wordt gekarakteriseerd door de afgifte
van zaadblaasvocht. De totale ejaculatlie bestaat ult een serie van
ongeveer 7 tot & uitstotingen van sperma.

Door de pulsgewijze wuitstoting van sperma en het gedeeltelijk
samenvallen van de drie boven beschreven fasen, kunnen zaadcellen in
vrijwel elke, met een bepaalde contractie corresponderende fractie worden
teruggevonden. De verdeling van zaadcellen in het ejaculaat is daardeor
echter niet homogeen (Broesike, 1911; Cary, 1930). Hoewel deze verdeling
individueel verschilt, bevat in B80% van de gevallen de eerste helft van
het totale ejaculaat-volume, de hoogste zaadcelconcentratie.

Zure Tfosfatase wordt voornamelijk in het eerste deel van het
ejaculaat gevonden. Dit toont aan dat dit deel wvan het ejaculaat
voornamelijk afkomstig is van de prostaat (Gutman en Gutman, 1941). In
het tweede deel wan het ejaculaat zijn grote hoeveelheden fructose
aanwezlg, hetgeen duidt op een bijdrage van de zaadblazen (Ellasson, 1976;
Cohen et al, 1980).

In 1942 namen Macleod en Hotchkiss waar, dat het eerste deel van het
ejaculaat ongeveer 75% van de zaadcellen bevat. Dit is later door andere
onderzoekers bevestigd (Farrils ea MWurphy, 19560; Amelar en Hotchkiss,
1965; Eliasson en Lindholmer, 1972; Tauber et al, 1973; Delafontaine et
al, 1976; Marmar et al, 197%9). De heterogene verdeling van de zaadcellen
werd door Amelar en Hotchkiss (1965) bilj 86 patiénten onderzocht. Deze
patiénten werden verzocht ejaculaat in twee gescheiden delen op te vangen.
Bij 88% van de patiZnten bleken er meer zaadcellen zanwezig te zijn ia het
eerste deel van het ejeculaat. Bij 6 % waren er meer zaadcellen aanwezig
in het tweede deel. Bij 357 had éen van de delen een verhoogde
viscositeit. Het bleek dat dit steeds de tweede fractie was.
Waarschi jnlijk wordt dit veroorzazkt door het ontbreken van proteolytische
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enzymen in zaadblaasvocht.

In het eerste deel van het ejaculaat is het perceatage beweeglijke
zaadcellen vaak hoger dan In het tweede deel. Doordat =zaadcellen
gedurende het hele ejacvlatie-proces vrijkomen, bevinden =ze 2ich iIn
verschillende milieu’s. Volgens Lindholmer en Eliasson ocefenen de
verschillende chemische bestanddelen van deze milieu®s een verschillende
invlced uit op de zaadcellen. Dit =zou tot gevolg hebben, dat er
verschillen in beweeglijkheid en overleving ontstaan (Eliasson en
Lindholmer, 1972; Lindholmer, 1974; Lindholmer en Eliasson, 1974}). De
verschillen in beweeglijkheld zouden volgens Lindholmer en Eliasson (1974)
duidelijker worden naarmate de zaadcellen langer aan de verschillende
spermaplasma’s worden blootgesteld.

Het 1s herhaaldelijk waargenomen dat de subjectief bepaalde gradering
van de beweeglijkheid, het hoogst is in het eerste deel van het ejaculeaat
(MacLeod en Hotchkiss, 1942; TFarris en WMurphy, 1960; smelar en
Hotchkiss, 1965; Lindholmer en Eliasson, 1974). Amelar en Hotchkiss
vonden dat bij een groot deel van de split-ejaculaten van patienten de
eerste delen van de ejaculaten meer morfologisch normale zaadcellen
bevatten, dan de laatste delen. Dergelijke verschillen konden in een
ander onderzoek niet worden aangetoond (Eliasson en Lindholmer, 1972).

8.2 Klinische relevantie van split—ejaculatie

Uit het bovenstaande blijkt dat een verbetering van semen parameters
op eenvoudige wijze met behulp van split-ejaculatie bereikt kan worden.
Bij verminderde  vruchtbaarheid kan wmen dit verschijnsel voor
therapeutische doeleinden gebruikean. Split-ejaculatie kan in de volgende
gevallen overwogen worden (overzicht volgens Cohen et al, 1980):

@blj oligospermie in combinatie met een slechte cervixsli jmpenetratie.
@ bij hyperspermie.
@bl een te hoge viscositelt van het spermaplasma.
®blj polyspermie; split-ejaculatie leidt dan tot

vermindering van de hoeveelheld zaadcellen.
®eventueel bij een te lage beweeglijkheid.
Twee vormen van therapie worden toegepast. Allereerst kan de mannelijke
partner geadviseerd worden om te zorgen dat alleen het eerste deel van
het ejaculaat in de vagina terecht komt {(4melar en Hotchkiss, 19653). In
de tweede plaats kan overwogen worden om kunstmatige inseminatie met de
“beste” fractlie toe te passen. Doordat er geen Internationmale criteria
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zijn voor de evaluatie van kunstmatige inseminatie, is het moeillijk om het
succes van deze therapie te bestuderen. Het percentage zwangerschappen
dat door middel van deze therapie kan worden verkregen varieert tussen de
10 en de 60% (Amelar en Hotchkiss, 1965; Stednman en Taymor, 1977; Cohen
et al, 1980).

8.3 Doel wvan het onderzoek

De beweeglijkheid van zaadcellen werd onderzocht in fractles van
split~ejaculaten, met behulp van meervoudige belichtingsfotografie. Om de
rol van het spermaplasma te onderzoeken werd de bewseglijkheid bestudeerd
door de zaadcellen ommiddellljk na ejaculatie in een spermaplasma—vrije
oplossing op te  wvangen. Om ook andere facetten van de
ejaculatie-fysiologie te  bestuderen werd aandacht besteed aan de
zaadcelmorfiologie en het in vitro bevruchtend vermogen van de zaadeellen
in verschillende delen van het ejaculaat.

8.4 Statische bewerking van de resultaten

De pgegevens werden bewerk: met bebulp wvan de  tweezijdige
variantie-snalyse van Friedman. Indien een significantie werd aangetoond,
dan werden de individuele greoepen vergelekea met behulp van de $ign test.

Gegevens van experiment 1 werden vergeleken met gegevens  van
experiment 2 door vwvariantie—analyse wvolgens een "split plot PQ—model™.
Gegevens van 3 donoren die aan beide experimenten hadden meegewerk: werden
niet voor deze bewerking gebruikt. De gegevens van experiment 3 werden
bewerkt met behulp van tweezijdige variantie—analyse.

§.5 Experiment l: beweeglijkheid en morfologie van zaadcellen
in split—ejaculaten

Van 19 donorea werden split-ejaculaten verkregen. Deze kregen
instructies hun ejaculaat op te vangen im drie fracties, op de wijze die
door Tauber en medewerkers (1975) werd beschreven. Dit houdt in dat het
spermda van de eerste twee ejaculateire contracties wordt opgevangen in de
eerste beker (fractie 1) wvan eea speciaal wvoor dit deoel ontworpen
driedelige opvangcontainer (Zaneveld en Polakoski, 1977). De volgende
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twee contracties worden in de tweede beker opgevangen (fractie 2} en de
overige contracties worden verzameld in de derde beker (fractie 3). Na
vervloeling van de fracties werden de volumina gemeten en de
beweeglijkheid werd zowel subjectief als objectief bepaald.

Sperma—uitstrijkjes van de fracties werden gefixeerd en bestudeerd
(4.3)- De waarnemer werd niet op de hoogte gebracht van de oorsprong van
het materizal.

De beweeglijkheidsfactoren van de zaadcellen in de fracties zijn
weergegeven in tabel 8.1. De hoogste zaadcelconcentratie enm het hoogste
percentage beweeglijke zaadcellen was aanwezig in het eerste deel wvan de
ejaculaten, hetgeen Iin overeenstemming is met resultaten van anderen

Tebel 8.1 Gemiddelden en standaardafuijkingen van beweeglijkheidsparameters be—
paald met behulp van meervoudige belichtingsfotografie (behalve de
graderings score) van 3 fracties van split ejaculaten van 14 donoren.

parameter split fractie nummer
1 2 3
zaadcelconcentratie &
(x 106/ml) 108 + 17 47 + 18 25 + 7
percentage beweeglijkheid a4 + 7 28 + 8 19 + 5ﬁ
gemiddelde benadering
‘ 0.73 + 0.03 0.75 + 0.03 0.76 + 0.05
van de rechiée lijn - - -
gemiddelde snelheids-
constante 0.67 + 0.05 0.68 + 0.08 0.64 + 0.16
gemiddelde snelheid
20+ 2 21 + 1 21 + 2
(um/sec) - - -
graderings score s
2.7 + 0.2 2.1 + 0.3 1.5 + 0.3

{door de waarnemer) - I Y- - T

# significant verschil volgens "Friedman overall analyse™, 0.01< p<0.001i.
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Tabel 8.2 Gemiddelden en standacrdafuijikingen van beweeglijkheldsparemeters be-
pacld met behulp van meervoudige belichtingsfotografie van 3 fracties
van split ejaculaten opgevangen in kweekmedium (m=14).

parameter split fractie nummer
1 2 3
"

percentage beweeglijkheid 42 + 4 33 +3 27 + 5
gemilddelde benadering
van de rechte lijn 0.61 + 0.05 0.58 + 0.04 0.80 + 0.05
gemiddelde snelheids-
constante 0.62 + 0.06 0.64 + 0.08 0.60 + 0.07
gemiddelde snelheid

31 +2 3 + 2 32 +2

(um/sec)

# significant verschil volgens "Friedman overall analyse", 0.01 <p<0.001

(8.1). De =zaadcelconcentratie wvan fractie 1 was significant hoger dan die
van fractie 3 (p=0.001). Het percentage beweeglijke zaadcellen wvan
fractle 1 verschilde niet met die van fractie 2. Wel werden significante
verschillen aangetoond tussen fracties 1 en 3 (p=0.006) en fractles 2 en 3
{(p=0.006).

Het gemiddelde perceatage beweeglijkheid wvan de  verschillende
fracties 1s 20-30% 1lager dan de waarden, die in de literatuwur worden
vermeld (MacLeod en FHotchkiss, 1942; Eliasson en Lindholmer, 15%72).
Dergelijke verschillen komen overeen met verschillen tussen subjectilef en
objectief bepaalde beweeglijkheidspercentages bij totale ejaculaten (3.6).

De gemiddelde snelheld, de gemiddelde constantheid van snelheld en de
gemiddelde benadering van de rechte 1lijn verschillen niet significant
tussen de fracties {tabel 8.1). Significante wverschillen werden wel
gevonden bij de subjectieve beoordeling. ©De beweeglijkheld wvan de
zaadecellen uit de eerste fractie werd significant hoger geschat dan die
van de laatste fractie (p=0.001). Dit is ook door anderen gevonden (8.1).
Waarschi jnlijk wordt de subjectieve schatting van de kwaliteit. van de
beweeglijkheid beinviced door het aantal bewegende deeltjes, dat door de
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waarnemer wordt gezien. Deze overschat daardoor de beweeglijkheid van de
zaadeellen in de eerste fractie.

Het 1is opmerkelijk dat er significant mneer normale zaadcellen
aanwezig waren in het eerste deel van de ejaculaten, in vergelijking met
het laatste deel (p=0.001). Bij 15 van de 19 donoren konden verschillen
in morfologie tussen de fracties worden geconstateerd (figuur 8.1). Een
dergelijk verschil werd ook gevonden door Amelar en Hotchkiss (1965) bij
26 wvan 57 patiéntem. Bij 29 overige patiSnten was er geen verschil,
terwijl bij 2 patiénten er meer normale zaadcellen in de laatste fractie
aanwezig waren. Er is geen fysiologisch mechanisme bekend, dat deze
verschillen verklaart.

Flguur 8.1 Semen voluming en percentoges normgle zoadcellen van fracties
van split ejaculaten van 18 donoren. Friedman analyse voor
beide parameters: 0.01<p <0.001.
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8.6 experiment 2: beweeglijkheid van zaadcellen in split—ejaculaten
opgevangen in medium

Dit experiment werd met 14 donoren gedaan. Deze werden zoals
voorheen beschreven, geinstrueerd (8.5). De bekers van de opvangcontainer
werden echter tevoren gevuld met 25 ml medium. De medium—sperma meungsels
werden gefiltreerd en met medium aangevuld tot 30 ml. De mengsels werdea
daarna tweemaal bij kamertemperatuur, gedurende 5 minuten (600 g)
gecentrifugeerd. De gpermaplasmavrije pellet werd in 0.1-3.0 wl medium
opgelost, op zodanige wijze dat de zaadcelconcentraties vergeliljkbaar
werden (30-50 x 10%/m1). De uiteindelijke verdunningen werden
gefotografeerd.

De resultaten van dit experiment =2ijn weergegeven 1n tabel 8.2.
Ondanks het geringe contact tussen het spermaplasma en de zaadcellen werd
wederom zaangetoond, dat het percentage beweeglijkheld wvan de eerste
fractie significant hoger 1s dan dat van de tweede en derde fractie
{respectievelijk p=0.01l en 0.03). Her percentage beweeglijkheld wvan
fractie 2 was eveneens hoger dan dat wvan fractie 3 (p=0.01). Andere
beweeglijkheidsfactoren waren niet  verschillend  (tabel 8.2). Deze
resultaten zijn niet in overeenstemming met de gegevens wvan Lindholmer en
Eliasson (1974). Deze namen waar dat de beweeglijkheld van de
verschillende fracties ommiddellijk na ejaculatie, niet verschilde. Pas
na enige uren zouden de verschillen duidelijker werden. Z2ij
veronderstelden dat dit wordt vercorzask: door verschillen in chemische
samenstelling van de fracties. Dit fenomeen kan echter cok anders worden
ultgelegd: zowel in het eerste deel als in her laatste deel van het
ejaculaat, zijn direct na ejaculatie, als gevolg van coagulatie geen of
vrijwel geen beweeglijke =zaadcellen waarneembaar (7.2). De verschillen
tussen de percentages beweeglijkheid wvan de fracties Lkunmen wmisschien
verklaard worden door een synergisme van effecten vercorzaakt door
verschillen in zaadcelmorfologie (8.5) en verschillen in samenstelllag van
het spermaplasma.

Het is bekend dat er een relatie is tussen de vorm van de zaadcel en
de beweeglijkheid. Door Mskler en Itzkevitz en medewerkers (1579) is een
weliswazar geringe, maar significante positieve correlatie aangetoond
tussen het percentage beweeglijkheid en het percentage normzle zaadcellen.
Ook bij de in hoofstuk &4 beschreven groep patiénten komn een dergelijke
relatle worden  aangetoond (n=Ll09, r=0.24, p<0.02). Voorts is
herhaaldelijk waargenomen, dat het percentage normale =zaadcellen wvan in
medium opgezwommen zaadeellen hoger was, dan het percentage normale
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zaadcellen wvan niet-opgezwommen en dus unlet-progressief  beweeglijke
zaadcellen.

Vergelijking van de gegevens van experiment 1 met de vresultatemn van
experiment 2 toont aan dat door split-ejaculatie in medium de snelheid van
de zaadcellen wel tceneemt (F=44.52, p< 0.0l, df=l en 25), mear dat de
rechtli jnige verplaatsing vermindert (F=8.86, p< 0.01). De
beweeglijkheidspercentages verschillen niet. Over het algemeen kan worden
waargenomen dat verdunning van het spermaplasma ecen bevorderende invlced
ultoefent op de snelheid, waardoor de =zaadcel een meer rechtlijnige
beweging maakt. Dit lazatste Lkomt niet overeen met de hier beschreven
resultaten. Wellicht zijn kortdurende contacten tussen spermaplasma en
zaadcellen noodzakelijk om een normale beweeglijkheid te krijgen.

8.7 Het in vitro bevruchtend vermogen van zaadcellen uit
verschillende fracties van split-ejaculaten

Zestien donoren werden gelnstrueerd om ejaculaat in drie fracties op
te vangen (8.3). Na liquefactie werden de fractlies opgewerkt om
uiteindelijk met hamstereicellen te worden geincubeerd (2.2 em 2.3). Het
in wvitro bevruchtend vermogen werd alleen getest, Indlen veoldoende
hoeveelheden bewegende zaadcellen aanwezig warea. Daardoor  konden
fracties van 2 donoren nmiet worden vergeleken.

De beweeglijkheld wvan de zaadcellen, die met behulp wvan meervoudige
belichtingsfotografie werd  Dberekend, 1s weergegeven 1in tabel 8.3.
Aangezien de donmoren, die =an dit experiment meededer, niet dezelfde
waren, als de donoren van experiment 1, Kunnen de getallen van beide
experimeﬁten, niet in absclute zin worden vergeleken. Overeenkomstig de
resultaten van experiment 1 werd aangetoond, dat de
beweeglijkheidspercentages en de zaadcelconcentraties tussen de fracties
gignificant verschillend zijn. De absolute aantallen (bewegende)
zaadcellen van de fracties waren niet verschillend.

Zaadcellen uit de eerste fracties Thadden een gemiddeld
bevruchtingspercentage van  25%. Dit verschilt niet met  het
bevruchtingspercentage van de derde fractie (gemiddeld 22%, tabel 8.4}.
Dit wordt mogelijk veroorzaakt doordat, =zoals door anderen werd
aangetoond, in 1l0% van de ejaculaten, het laatste deel de meest bewegende
zaadcellen bevat (Amelar en Hotchkiss, 1865). De hier gebruikte methode
van driedelige ejaculatie vergroot de kans op een heterogene verdeling van
de zaadcellen. In ongeveer 407 van de gevallen is de tweede fractie dan
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Tabel 8.3 Verschillende pavameters (gemiddelden en standaardafuijkingen) bepaald door

meervoudige belichtingsfotografie van zaadcellen in fracties van split-ejaculaten,

welke eveneens gebruikt werden om het in vitvo bevruchtend vermogen te testen.

parameter split fractie nummer n r vrijheids-~ P

1 2 graden
zaadcelconcentratie 79+ 20 90 + 18 36 10 16 3.3 2 en 30 < 0,05
£x 106/1111)
concentratie bewe-
gende zaadcellen 34 + 10 27 + 6 a8 4 I6 3.9 2 en 30 < 0,05
(x 106/ml)
totaal aantal °
zaadcellen (x 106) 55 + 17 LY 48 13 i1e 1.1 2 en 30 a.s
totaal aantal bewe-
gende zaadcellen 23 + 8 24 + 6 10 3 15 1.8 2 en 28 n.s°

(x 10%

# niet significant



Tabel 8.¢ Het im vitro bevruchtend vermogen van zaadeellen utt split-ejoculaat-

fracties van 14 donoren (experiment 3). De bevruchtingspercentages van

a

schikken volgens verschillende parameters.

2 verschillende fracties zijn statistisch vergeleken door ze te rang-

vergelijkings- percentage in vitro bevruch- F vrijheids- P
. g
volgorde ting van de fracties graden
A B

eerste (A} versus .

25 + 22 + .37 .
dexde fractie (B) - = 0.3 1en 13 n-s
fractie met hoogste (A)
versus fractie met laagste 23 + 23 + o] 1 en 13 n.s
percentage beweeglijkheid
fractie met hoogste (A}
versus fractie met laagste 33 + 20 + 6.7 1 en 13 <0.05
zaadcelconcentratie (B}
fractie met hoogste {R)
versus fractie met laagste

2+ . .
concentratie bewegende 32t 2 4.4 1en i3 B.s
zaadcellen (B)
fractie met hoogste (3)
versus fractie met laagste 33 + 17 + 6.7 1 en 13 <0.05
aantal zaadcellen (B)
fractie met hoogste {A)
versus fractie met laagste 33 + 19 + 5.3 1 en 13 <0.05

aantal bewegende zaadcellen

# gemiddelden en standaardafwijkingen.

«# niet significant
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relatief de beste. Een directe vergelijking van het in vitrc bevruchtend
vermogen van de eerste en de laatste fractie is niez reZel omdat het
totaal =zantal (bewegende) zaadeellen wvan de - fracties individueel
verschilt. Indien het in vitro bevruchtend vermogen van de zaadcellen uit
de fracties wordt vergeleken, moet er dus met andere semen—parameters
rekening worden  gehouden. Om deze redenen werden de resultaten
gehergroepeerd, zodat bijvoorbeeld de fracties wmet het hoogste aantal
zaadcellen vergeleken kumnen worden met de fracties met het lazgste zantal
zaadcellen (tabel 8.4).

Uit de gegevens van tabel 8.4 blijkt, dat de Dbevruchtingspercentages
van fracties, gerangschikt volgens afnemend percentage beweeglijkheid of
afnemende concentratie bewegende =zaadcellen, niet verschillend -=zijn.
Dazrentegen hebben fracties met hoge =zaadcelconcentraties een hoger
bevruchtend  vermogen  (gemiddeld  33%) dan  fracties met lage
zaadcelconcentraties (gemiddeld 20%). Een dexgelijke relatie kan ook
worden aangetoond, nadat de <fracties gerangschikt werden volgens het
aantal (bewegende) zaadcellen.

Bevruchtingspercentages van individuele split-ejaculaat fracties
kunnen onderling vaak verschillen. Dit kan niet door experimentele
variatie worden verklaard (4.6). Waarschijnlijk veroorzaakt de wverdeling
van de zaadcellen  over het ejaculaat, belangrijke kwalitatieve
verschillen.

Mogelijk is het in vitro bevruchtingspercentage van fracties wvan
split-ejaculaten een belangrijke parameter voor de prognose van de
inseminatie. Aangezien de zaadcelconceuntratie enm het aantal (bewegende)
in de fractie aaanwezige zaadcellen een invloed hebben op het
bevruchtingspercentage kummen dergelijke parameters wmegelijk indirect een
prognostische waarde hebben. Een dergelijke mogelijkheid werd reeds door
Marmar en medewerkers (1979) geopperd, nadat deze een kleine groep
patiéanten waarbij inseminatie met split-fracties werd toegepast, hadden
ge@valueerd. Helaas hebben deze onderzoekers alleen de concentratie
bewegende zaadcellen geBvalueerd en geen andere parameters bij het
onderzoek betrokken.
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SAMENVATTING

Verminderde vruchtbaarheid of onvruchtbaarheid bij mannen kan door
vele factoren veroorzazkt worden. In de meerderheid van de gevallen
worden bij het sperma-onderzoek afwijkingen gevonden. Er bestaat geen
absolute relatie tussen de kans op een zwangerschap en de ultslag van het
sperma—onderzoek. Ook is het sperma—onderzoek van weilnig belang voor de
lokalisatie wvan het defect. Desalniettemin is het gebruikelijk nieuwe
vruchtbaarheidstesten te evalueren iIn relatie tot &B8n wvan de
sperma~parameters, zoals de zaadcelconcentratie.

De meeste factoren die bij het sperma~onderzoek worden gemeter, gaan
aan de werkelijke funetie wvan de =zaadeel voorblj. In het huidige
onderzoek werd dazrom het in vitro bevruchtend vermogen van zaadcellen van
patiénten en donoren bestudeerd. Dit werd bepaald door de interactie met

eischilvrije  hamstereiceller te  bestuderen. Eveneens werd  het
sperma~onderzoek geobjectiveerd door de beweeglijkheid fotografisch vast
te leggen met behulp van neervoudige (stroboscopische)

belichtingsfotografie. De fotografische informatie werd door middel van
een  reproduceerbare  computertechniek im  verschillende  parameters
gekwantificeerd.

Toepassing van de semi-automatische beweeglijkheidsmethode kan alleen
geadviseerd worden, indien er meer ejaculaten worden bestudeerd. Toch kan
men aan deze methode de voorkeur geven, omdat nleuwe parameters worden
verkregen, die een indruk geven omtrent de (constantheid van de) snelheid
en rechtlijnigheid wan de voortbeweging (hoofdstuk 3). Deze laatste
parameters zijn onafhankelijk van de zaadcelconcentratie, welke bij de
subjectieve methode vaak een correcte beoordeling in de weg staat
(hoofdstuk 8).

Na de ejaculatie moet de zazadcel eerst “rijpen” wvoordat deze een
gicel kan bevruchten. Dit proces wordt capacitatie genoemd (hoefdstuk 2).
Door de zaadeellen in vitro gedurende 6 uur te preincuberen in een medium
dat geen spermaplasma bevat, kunnen deze spontaan capaciterem. Een
langere prelncubatie van 16 uur heeft geen invlieced op de uiteindelijke
bevruchting van de hamsterelcel.

De bevruchting van zona-vrije hamstereicellen door  menselijke
zaadeellen kan het beste worden vastgesteld, wanneer er eenm reductie in de
dichtheid wvan het  kernmateriaal  optreedt (decondensatie). Deze
decondensaties =zijn microscopisch goed waarneembaar (hoofdstuk 2).
Doordat elke zaadcelsuspensie met ongeveer 25 eicellen werd geilncubeerd,
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kan de in vitre bevruchting in een bevruchtingsperceatage (aantal
bevruchte/totale zantal eicellen) worden gekwantificeerd. Het werd
aangetoond dat dit een betrouwbare en reproduceerbare maat is veor het
bestuderen vaa het in vitro bevruchtend vermogen (hoofdstuk 4).

Het bevruchtingspercentage 1s een karakteristieke parameter, welke
varigert tussen 0 en 100 ¥ (hoofdstuk 2). De percentages kunnen alleen
objectief worden vergeleken, indien er tussen de 1 en 4 miljoen bewegende
zaadcellen per milliliter worden gelncubeerd. Morfologisch abnormale
zaadcellen kunnen iIn dezelfde mate als normale zaadcellen azan het
eiceloppervlagk binden.

Indien gewenst kan deze methode ook worden uitgevoerd in laborateria
die niet over proefdierfaciliteiten bezitten, doozr de eicellen op te slaan
in vioeibare stikstof. Eicellen, die zonder eischil of bimmen het oviduct
waren ingevroren, hadden een hoge (55-93 %) overleving. Deze eicellen
werden 1in dezelfde mate als niet-ingevroren  edcellen  bevrucht
(hoofdstuk 2). '

Het ir vitro bevruchtend vermogen van 122 pati@nten met verminderde
vruchtbaarheid of  onvruchtbzarheid en 26 vruchtbare donoren werd
onderzocht (hoofdstuk 4). Het gemiddelde percentage bevruchting wvan de
vruchtbare donmoren was 54 %  (sprelding 11-100 %). Indien een
bevruchtingspercentage van 10 Z of minder als negatief wordt beschouwd,
dan hadden slechts 19 wvan de 79 pati®nten, waarvan bij de vrouweli jke
partner geen aantoonbare afwijking wvan het reproductie-systeem werd
gevouden, een positieve test. Zaadcellen van patiénten (n=43) waasrvan bij
de vrouwelijke partner wel afwijkingen werdem gevonden, hadden een grotere
kans (54 %) op een positieve test. Bij 26 van deze pati2nten was het
sperma—onderzoek nermaal. Tien daarvan hadden echter een negatieve test,
hetgeen suggereert dat de verminderde vruchtbaarheid op het niveau van
bevruchting kan worden gelokaliseerd (hoofdstuk 4).

Zaadcellen van oligosperme patiénten bevruchten eicellen in dezelfde
mate als die van normosperme patiénten. Zaadcellen van patiénten met
(onder andere) asthenospermie hadden veelal een lage in vitre bevruchting
(83% wvan de testen negatief), in tegeastelling twot =zaadcellen wan
patiénten met (onder andere) teratospermie (50% van de testen negatief).

Gegevens betreffende het induceren van zwangerschappen door de
geteste patiénten werden verzameld (hoofdstuk 4). Daardoor kon worden
aangetoond, dat een negatieve hamstereiceltest, geen absoluut bewijs hoeft
te zijn voor onvruchtbaarheid. In drie gevallea werdenm zwangerschappen
geconstateerd, welke waren geinduceerd door patiénten wmet een iIn vitro
bevruchtingspercentage van 0 %, enige maanden na het uitvoeren van de
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testen. Daarentegen heeft een positieve hamstervelceltest mogellijk wel ecen
klinische waarde, daar werd aangetoond dat zaadecellen van 16 patiénten met
een kinderwens, die langer duurde dan 6 jazar (de kans op een zwangerschap
is dan zeer gering), geen positieve testen hadden. Bij de patiznter kon
worden vastgesteld, dat het percentage im wvitre  bevruchting, in
tegenstelling tot andere parameters, gecorreleerd was met de duur van de
kinderwens.

$Significante maar lage correlaties werden gevonden tussen  het
percentage in vitro bevruchting enerzijds en het percentage normale
zaadcellen {p=109) en de zazadcelconcentratie van het sperma anderzlijds.
Eenr matige correlatie werd gevonden tussen de concentratie beweeglijke
zaadcellen in het ejaculaat en het percentage in vitre bevruchtiang (n=63).
Hoge  bevruchtingspercentages werden alleen gevonden bij =zaadcellen
afkomstig wan sperma, waarin de zaadcellen met matige sanelheid bewogen
(hoofdstuk 5).

Toeveoeging van  zaadcelagglutinatie—positief serum aan  sperma
gedurende korte tijd, veroorzaakte zelfs bij zeer grote verdumming (1/800)
een remming van de in vitro bevruchting, ondanks de aanwezigheid wvan
voldoende bewegende zaadcellen in het incubatiemediuvm (hoofdstuk §5).

Cryopreservatie van sperma {(hoofdstuk &) vermindert de beweeglijkheid
en de in vitro bevruchting significant. B1j e¢irca 15 % van de donoren is
het in vitro bevruchtingspercentage vé6r en na de cryopreservatie geliijk.
Verschillende invriessnelheden bleken geen verschillend effect op het
bevruchtend vermogen na ontdeoien te thebben (n=5). Ook konden geen
verschillen tussen de Dbeschermende werking van glycerol en eigeelmedium
worden aangetoond (2=9). Wel werd vastgesteld dat =zaadecellen, welke in
een  ougeving van 4°C werden ontdooid, significant wminder eicellen
bevruchten, dan zaadcellen die bij kamertemperatuur of Bij 37°C werden
ontdooid. Eem hoge in vitro bevruchting van versce zaadcellen bleek niet
altlijd een garantie te zijn voor een hoge bevruchting na cryopreservatie.

De invloed van abnormaal spermaplasma op de zaadceller werd in een
aantal experimenten bestudeerd (hoofdstuk 5, 7 en 8). Verdunning van
sperma van pati&nten (n=40) direet na de ejaculatie, vercorzaakte een
significante verhoging van de in vitro bevruchtiang. Met name bij 5 van de
12 patignten met hoog visceus spermaplasma bleek deze methode effectief te
zijn. TIncubatie van zaadcellen van 8 pati@nien met abnormeal spermaplasma
in heteroloog spermaplasma van donoren, bleek geen significant effect te
hebben op de in vitre bevruchting en de beweceglijkheid. Bij 3 patiZoten
meL een hoge viscositeit van het spermaplasma, kon echter wel een
verbetering worden waargenemen. Om de invioced van het spermaplasma op de
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zaadcellen in verschillende fracties van split-ejaculaten te bestuderen,
werd de beweeglijkheid van de zaadcellen in ejaculaten, die in drie delen
waren verzameld (o=19%)}, vergeleken met die wvan split-ejaculaten, welke in
medium werden opgevangen (n=l4). In belde gevallen was het percentage
beweeglijkheid van het eerste deel van de split-ejaculaten significant
hoger dan die van het laatste deel. Dit fenomeen kan ten dele verklaard
worden uit de waarneming, dat bij split—ejaculaten wvan 15 van 19 deonoren
er in vergelijking met de derde fractie, meer normale zaadcellen in de
cerste fractie aanwezig waren.

Gemliddeld was het bevruchtingspercentage (25 %) wvan de  eerste
fracties van splic—ejaculaten van 16 donorem gelijk aan dat van de laatste
fracties (22 %). Dzarentegen hadden fracties met hoge
zaadcelconcentraties en  fracties met een hoog aantal (bewegende)
zaadecellen een significant hogere in vitro bevruchting dan fracties met
lage waarden.
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SUMMARY

Male infertility caa be caused by a variety of factors. In most of
the cases the disorder can be confirmed by abnormalities in the semen. 4
clear prognosis can not be made on the basis of data obtained from several
semen analyses only. Due to the complexity of the male reproductive
system 1t is difficelt to trace the origin of the anatomical or
biochemical defect. Nevertheless numercus tests for the evaluation of
fafertility have been proposed. It is regretable that the majority of
these potential tests has been related to the semen analysis as the only
criterium for fertiligy.

Most of the semen parameters glve imsufficient information about the
actual function of the spermatozoa. Therefore the present study was
undertaken in order t¢ assess the in vitro fertilizing capacity of
spermatozoa from subfertile and infertile patients and fertile or
presumably fertile donmors. The fertilizatiom process was studied by using
the in wvitro fertilizing ability of human spermatozoa in penetrating
zona~free hamster ova. Likewise part of the routine semen aznalysis was
objectively analysed by wusing a multiple exposure photography method.
Sperm images visible on photographs were stored into a minicomputer and
sperm counts as well as several motility parameters were quantifiled.

Application of the semi-autematic motility analysis system 1s only
advicable 1if several ejaculates have ©been studied. This disadvantage
applies to other motility determination techniques zs well. However the
presented method 1Is preferred because it has the advantage, that several
parameters describing the speed and the linearity of movement of the
spermatozoa can be obtained (chapter 3). The parameters are assessed
independently from the sperm comcentration, which otherwise interferes
with the estimated quality of motility (chapter 8).

Spermatozoa are not able to fertilize immediately after ejaculatiom,
but acquire this ability socon after they have matured or capacitated
{chapter 2). Spermatozoa preincubated in seminal plasma-~free medium
capacitate withia 6 hours after ejaculation, but a longer preincubation of
16 hours does not diminish the fertilizimng capacity of the spermatozoa.

The best criterla for fertilization of zoma~free hamster ova by human
spermatozoa can be establighed during the stage of decondensation prior to
the formation of the male pronucleus (chapter 2). The decondensed sperm
heads can be observed accurately. The fertilization assay is quantified
by determing the fertilization percentage. Therefore meore or less 25 ova
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were incubated with each tested sperm suspension. It has been
demonstrated that the in vitre fertilization percentage is & reliable and
reproducible parameter for studying the in vitro fertilizing capacity
(chapter 4).

The in vitro fertilizatlon percentage varies between O and 100 %
depending on the tested Individuwal (chapter 2). Objective comparisons
between the data are allowed when i~4 x 10% motile spermatozoa per
milliliter are  incubated with the ova. Morphologically abnormal
spermatozoa attach to the ova surfaces to the same extent as do normal
spermaiozoa.

Zona-free hamster ova frozen and stored in liquid nitrogen survived
as well as ova which were frozen Ilnside the oviduct. Human spermatozoa
fertilize frozen—thawed hamster ova as frequently as nonfrezen controls
{ chapter 2). Therefore it was concluded that this fertilizationm test can
be applied when laboratory animal facilities are not at hand.

The in vitro fertilizing capacity of 122 subfertile or infertile
patients and 26 fertile donors was investigated (chapter 4). The average
in vitro fertilization percentage of the fertile domoxs was 54 % (range
11-100 %). Tests below the lowest domor value (11 %) were considered to
be negative assays. It has been shown that 19 out of a group of 79
patieats (24 %) from which the partners did not show evidence of
reproductive dysfunction penetrated the ova in the same order as fertile
donors. Spermatozoa from patients (r=43) whose partners showed evidence
of reproductive dysfunction had more fregquently positive assays (54 %)-
In 26 of these cases the sgemen ahalyses were counsidered toc be in the
normal rangs. However 10 patients from this group had a negative test,
which shows that the fertilization assay can be used for the uynderstanding
cf jdiopathic infertiliey {chapter 4).

Spermatozoa from oligospermic patients fertilize ova to the same
extent as normospermic patients. Fifty percent of the patients with
teratozoospermia had negative assays, wheras 93 ¥ of the patients with
asthenozoospermia had negative assays.

Spontanecus pregnancies induced after the fertilization tests were
performed, were registered (chapter 4). It was demonstrated that a
negative agssay does aot necessarily mean that the patient 1s sterxile.
Siace in three cases pregnancies were induced by patients which had
fertilization percentages of 0 %. On the other hand a positive assay may
indicate a higher chance of ia vive fertilization. Spersatozoa from 16
patients with a loang duration of infertility (more than 6 years) did not
have positive in vitro fertilization percentages. It is known that the
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chance of a pregnrancy in such cases 1s extremely low. Significant
negative correlations were found between the duration of infertility of
the patients and the in vitro <fertilization percentages. Other semen
values were neot related to this important factor.

Significant but low correlations could be dJdemonstrated between the
percentage dIn vitre fertilization on the one hand and the percentage
normal gpermatozoa (=109} and the sperm concentration (r=63) on the other
hand. A moderate correlation was found between the concentration of
motile spermatozea in the ejaculates of 63 patients and the percentage in
vitro fertilization. High fertilization rates could only be encountered
in sperm suspensions in which the spermatozoa progressed with a moderate
speed (chapter 3).

Administration of diluted (until 1/800) serum containing
autoagglutinating antibodies to sperm during a short period decreased the
in vitro fertilizing capaclty of none agglutinated motile spermatozosa
{ chapter 5}.

Cryopreservation of semen (chapter 6} results in a significant
decrease of sperm motility and in vitre fertiliziag capacity.
Freeze-thawed spermatozoa of 15 % of the donors penetrated the ova in the
same  extent as did prefreeze spermatozoa. Two different freezing
trajectories (slow and medlum siow) and two cryoprotective media (glycerol
and an egg-yoik—glucosewcitrate extender) werxe emploved. The in vitro
fertilizing ability of freeze-thawed spermatozoa frozen according these
different methods 4did mnot differ from each other. Sperm thawed at a
temperature of 4°C fertilized significantly less ova than sperm thawed at
room temperature or 37°C. It was observed that a high in wvitro
fertilizing capacity of pre-freeze sperm was not always a guarantee £or a
high post—thaw 1n vitro fertilization.

The influences of abnormal seminal plasmz on the sgpermatozoa ware
studied in several experiments (chapters 5, 7 and 8). Immediate
separation of seminal plasma from the spermatozoa caused a significant
increase of the 4in vitro fertilization inm 2 group of 40 patients
(chapter 5). This procedure showed to be especizlly effective in 5 out of
2 group of 12 patients with high viscosity. Incubation of the spermatozoa
from 8 patients with abnormal seminal plasma, iIn normal heterologous
seminal plasma from fertile demors, did not show to have a significant
beneficial effect. However the in vitro fertilizing capacity amnd/or the
wotility of spermatozoa from 3 of these patieats with high viscosity of
the seminal plasma was increased by iacubetion iIn heterologous seminzl
plasma.
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The motility of spermatozoa in 3 fractiomns of split ejaculates from
19 donors was compared to data from 14 donors, who were instructed to
cellect the fractions in containers filled with medium. In both cases the
percentage wmotility of the first part of the ejaculates was shown to be
higher than the last part. This phenomenon could partly be explained by
the vresults of another experiment, in which it was shown that the first
fractions of split ejaculates from 15 out of a group of 19 donors
contained more nmormal spermatozoa than the last fractions.

The in vitro fertilization perceantages (average 25 %) of the first
fractions of split ejaculates from 16 donors were comparable to the last
fractions (average 22%). Fractions with high sperm concentrations or high
numbers of (motile) spermatozoa had a significantly higher in vitro
fertilizing capacity as compared to fractions with low semen values.

The study presented in this thesis is partly based on data preseanted in
the following manuscripts:

In vitro fertilizing capacity of fresh and eryopreserved human
spermatozoa. A comparitive study of different freezing and thawing
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35-37, 34-67, 95-96, 101
reproduceerbaarheid 23,
83-65
kinetiek 26-31

Humster assay, zle ook hamster-
eiceltest 13

Hyaluronidase 21

Hyperspermie 101-102, 107

Immobiligatie 76, 78, 98

Immunoglobulinen, zie auto-
agglutininen

Incubatie 26-30, 57, 71, 79,

101, 103, 113

Incubatgr 21

Infertiliteitsduur, zie ook
duur 1

Inositel 99-100

Intracellulaire ijsvorming 84

Invrigsampul 36, 86, 92

Invriezen

hamstereicellen 35-37
sperma 10, 83-95
technieken 35-37, 83-85
zoogdierembryo’s 35

Klieving 11, 23

Koelen van zaadcellen 82-83

Koelsnelheid 83-87, 91-92
Konijne—-antiserum 78
Konijne—eicel, zie eicel
Koude~ghock 84
Kunstmatige inseminatie 4-5,
82-84, 100, 107, 116
Kwalitatieve en kwantitatieve
beweeglijkheid, zie beweeg-
11 jkheid
Lecithine 85
Lepto-vorm 7, 57
Lichtpulsfrequentie 44, 4§
Liguefactie 20, 74-77, 98, 101,
109, 113
Makler-telkamer 38-40, 48
Meervoudige belichtingsfoto-
grafie 10, 15, 38-53, 71-74,
$2-83, 101~105, 108-113
Metafase-chromosomen, zie chromo—
somen
Metafase-plaat 21, 23, 27
Microcomputer 13, 41, 44
Middenstuk 7, 57
Monospermie 68-69
Mycoplasma 77
Nakomelingschap, kans op 38, 55,
60, 67
prognose van de kans op,
zie prognose vruchtbaarheid
Necrospermie 8
Normospermie 53, 61
Nucleinezuurgynthese 13
Nucleolus 14
Oligospermie 3-6, 61-64, 78,

100, 107
criteria 6
Ontdooien

eicellen 35-37
sperma 10, 83, 83, 87, 92-94
Cnvruchtbaarheid, zie ook
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verminderde vruchtbaarheid
38, 65, 83
idiopatisch 6Ll-63
secundair 55-56, 62, 66
Qoplasma 23
Opzuiveringstechnieken 50,
8889
Opzwem-techniek 20, 78-79,
87-89, 112~113
Orchitls 3
Osmolariteit 17, 20, 26, 84
Osmotische gradiént 84
Overleving in vitro, zie duur
van de beweeglijkheid
Oviduct, zie eileider
Parthenogenese 12, 23
Pellet 20, 103
Percentage
abnormale zaadcellen 7-8
bevruchting, zie bevruch-
ting
levende zaadcellen 4
normale zaadeellen 7, 70-71,
107, 11i-112
Perivitelline ruimte 22-23
Polyaminen 54, 100
Polyspermie (meervoudige
bevruchting) 14, 23, 30,
33, 68
Polyspermie (veel zaadecellen)
64, 107
Polyvinylpyrrolidon 101
Poollichzampje 11, 21-24
Post-oestrus 21
Pregnyl 21, 57
Preimplantatie-stadium 12, 35
Preincubatie 17, 21, 26-30,
57, 79, 102
Prévasectomle 53
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Progressie, wijze van 14, 32,
38, &44~47
Pronucleus 13-14, 23
Prostaat 3, 97, 99-100, 106
Prostaglandinen §9
Prostatovesiculitis 3, 100
Proteinase 9%, 106-107
Reageerbuisbaby 10,12
Recovery rate 90, 93-54
Secundaire onvruchtbaarheid,
zie onvruchtbaarheid
Semi-agutematische analyse, zie
meervoudige belichtings-
fotografie
Schijnklieving, zie fragmen-—
tatie
Seminine 98
Sephadex~kolom 89
Slultertijd 40
Snelheid 15-16, 40, 43, 45, 50,
73-74, 93, 95, 104,
106-113
Snelheidsconstante 46
gemiddelde 47, 104, 10%-110
Somatische ¢cel 13
Sperma 1, 10, 20, 87
~bank 10, 83, %4-96
extract 78
—onderzoek 3-5, 16, 38, 47,
49, 51, 54, 57, 61-65
het verkrijgen van 20, 57,
108-109, 112-113
vervlceiing, zie liquefactie
Spermaplasma 4-53, 10, 17-18,
54, 56, 74-77, 97-107
viceibaarheid, zie viscositeit
zuurgread &
Spermine 100
Spermiogram, zie spermacnderzoek
Split—ejaculatie, zie ejaculatie



Stollingstemperatuur 84
Stroboscoop 38-3%
Stroboscoopschijf  39-40
Superovulatie 21, 35
Talmud 82
Telkamer 38
Barker, zie Birker
Makler, zie Makler
Teratospermie 7, 36, 6Z, 64
eriteria 7
Terato 57
Testisbiopsiescore 4-5
Testikel 18, 78, 106
Testisweefsel &
TMPA~mediuvm 2C
Trypsine 21
Uitdraaivel &1, 47-48
Urethra 97
Urethrale klieren 97
Uterus 2,4, 10, 17, 98
Vacuolisatie 33
Vals-negatief 65
Vals-positief 61
Varicoedle 3-4, 64
Vas deferens 97, 106
Vervloeiing, zie liquefactie
Vitellus, zie ooplasma
Viscositeit 4, 56, 75~77,

101-107

Vloeibare stikstof 33, 37,
283, 86

Vruchtbaarheid 5, 25, 32, 50,
33, 73, 80

prognose &, 5, 9, 54-35,
84-67, 100, 116
Vruchtbaarheid, verminderde
diagnose 1, 5, 50, 54
immunologische factoren

77-80
cbstructieve factoren 3

ocrzaken 3, 98, 105
therapie 15, 107-108
Vruchtbaarheidsindex 9
Vruchtbaarheldstest 1, 9, 25,
50, 54-55, 80, 85-86, 100
Wijze vapn beweeglijkheid, zie
progressie
X¥=coordinaten 4446
X¥-tablet 15, &1, 44
Zaadblazen 3, 87, 9%, 106
Zaad, zie sperma
Zaadeellen 1, 9, 11, 20, 57
apnormale 7-8, 32-34, 100
aggregratie, zie aggluti-
natie
beweegli jkheid, zie beweeg-
1ijkheld
klontering, zle aggluti-
natie
niet bewegend 8, 14, 38,
4144
rijping 97
snelheld, zle snelheid
sporen 15, 41-46
suspensies 20-21, 29, 31,
40, 45, 57, 62, 71, 78,
88
Zaadcelkop 7, 14, 18-19, 57
Zaadcelbeweeglijkheid, zie
beweegli jkheid
Zaadcelconcentratie 4-6, 9,
20, 31, 45, 48, 50-34,
58, 80-81, 106,
109-110, 112-116
beweeglijke zaadcellen in
vive 58, 7i-72, 80-81,
113~116
beweeglijke zaadcellen in
vitre 20, 31-32, 68-71,
80, 97
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Zaadcelkopdlameter 7, 38
Zaadcelmembraan 18-1%
Zaadcelmorfologie 4, 7-9,
32, 48, 57, 100, 108,
111~112
classificatie 7, 57
Zaadcelstzart, zie flagel
Zaadceltransport 97-99
Zaadcel-eicelfusie 13, 23
Zaaddfiertjes 1-2
geslacht 2
Zink 54, 100
Zona pelluclda, zie eischil
Zona~reactie 23
Zoutoplossing
hypertonisch 12, 20, 84
fosfaat-gebufferd 36
Zure fosfatase 100, 106
Zwangerschap, kans op een 3,
4, 38
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NAWCORD

De bestudering van veortplantingscellen van mens ea dier in &&n ea
dezelfde testsituatie is ¢en interessante bezigheid. Dergelijk onderzoek
gecomblneerd met een prettige werkomgeving  brachtea mij in een
bevoorrechte situatie waarin ik hedb wmogen werken, en waarveor ik zeer
dankbaar ben.

Het kweken en manipuleren van eicellen ean zaadecellen vereist een
bepaalde vaardigheid, die het best kan worden onderwezepn door ingewijde
oefenmeesters op het gebied van de Experimentele Embryologie. In mijon
geval waren dat Camilla Rijlmans—Verhamme en Gerard van Marle. Ik ben
eveneens dankbaar dat Dr. Yanagimachi bereid is geweest een aantal £ijne
kneepjes wat nader toe te lichten.

Uiterzard zijn de gegevens die dit onderzoek opleverde niet alleen
door mij wverkregen. Tk werd bij mijn onderzoek op voortvarende wijze
geholpen door Rob Euser, Paul Felten, Peter Kouwenhoven en Alex Weeda, die
- ondanks dat zij dit zelf verkozen hadden - in de ongelukkige situatie
verkeerden waarin een deel van hun studie door mij werd begeleid.

Avtomatisering is een niet meer weg te denken onderdeel van onze
maatschappl]j. Bet is verheugend dat Maarten Mooyaart bereid was een deel
van het sperma-onderzoek te automatiseren, waardoor mede door zijn
enthousiasme, de andrologie op waardige wijze de tachtiger jaren werd
binnengeloodst.

Het wel en het wee 1is in de andrologie ongelijk verdeeld. TDat
inzicht werd mij duidelijk door Jaap Aafjes en Jan Vreeburg. Hun
dynamische inventieviteit en kennis wvan de vele wonderem wvan de
voorplantingsfysiologlie waren voor mij een openbaring.

Voor de bestudering van hamsterelcellen en menselijke =zaadcellen is
het logischerwijze noodzakelijk te beschikken over hamsters en mannen. De
eerste groep werd in optimale conditie gehouden door de =zorg wvam Anja
Groen en Jan vanr Ophemert. De sperma-donoren bestonden uit een groep
vrijwilligers en een groep patienten welke door de poliklinieken van
Interne III en Gynaecologie onderzocht werden. Dankzij vele medewerkers
van deze afdelingen, maar met name door het enthousiasme van Bert Alberda,
Jan Carel van der Vijver en Rob Weber, kon het sperma van patiZaten op de
in dit proefschift beschreven wijze onderzocht worden. De vele
vrijwilligers ben ik erkentelijk voor hun donaties. WMet name wil ik
diegenen bedanken die terwille wan de “wetenschap” op maandagochtend
vroeg, hun zaad over een azntal met vloeistof gevulde bekers verdeelden.

Voor een goed verloop van experimenten 1s het aangenazm om gesteund
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te worden door medewerkers met specialistische kennis. Zo werd de
morfologie van de zaadeellen op deskundige wijze bestudeerd doox
Dr. Brugman van  Biochenmie I. De forografische. techniek werd mede
ontwikkeld dankzij de creativiteit en het doorzettingsvermogen van Henny
Wolfensperger-van Oort. Bij de statistische verwerking van de resultaten
wag Peter Schenck immer een kritisch luisteraar, die met grote kennis wvan
zaken, mij geduldig de julste formules toefluisterde.

Gerard Zeilmaker was onverstocrbaar gemotiveerd het conderzoek op
deskundige wijze te belichten, waardoor een julst inzicht in de materie
werd verkregen. Ik ben hem erkentelijk veor zijn bereidheid dit onderzoek
te superviseren en wmlj in de gelegenheld te stellen af en toe een zijweg
in te slazn. De coreferenten Prof. Drogendijk en Prof. Kramer dank' ik
voor hun bereidwilligheid een deel van hun kostbare tijd te besteden aan
het kritisch doornemen van het manuscript.

Dit proefschrift kreeg zijm uiteindelijke vorm dankzij de bijdragen
en adviezen van Herk Beek, John Bovenlander, Dennis Dwinger, Albert
¥uilman, Marco Roede en de medewerkers van de afdelingen audiovisuele
dienst en automatische signaal verwerking. De dynamische tandem Anneke
Bot en Koos van der Werff ten Bosch ea alle medewerkers wan de afdeling
Fysiologie II dank ik voor hun Steun en waarachtige collegialiteit.
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Curriculum vitae

Geboren te Den Haag op 26 december 1951. Opgegroeid te Mzastricht
waar in 1970 het HBSb-diplema werd verkregen. Aan de Rijksuniversiteit
van Leiden werd in 1978 de studie Bioclogie  voltooild: hoofdvak
reproduktie—fysiologie en bijvakken fysioclogische chemie en botanische
morfogenese. Sinds 1978 werkzaam op de afdeling Endocrinologie, groei en
voortplanting van de Medische faculteitr te Rotterdam.
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