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Einleitung

1 Einleitung

Die kunstliche Besamung (KB) ist ein bewahrtes und erfolgreiches reprodukti-
onsbiotechnologisches Verfahren bei landwirtschaftlichen Nutztieren. In den
60iger Jahren des letzten Jahrhunderts stand zunachst die Eindammung von
Deckseuchen mit Hilfe dieser Technik im Vordergrund; heute dient die KB tier-
zuchterischen Aspekten, die eine zeit- und ortsunabhangige Besamung selek-
tierter Elterntiere ermdglicht (BuscH, 2007). Durch die Entdeckung der kryopro-
tektiven Eigenschaften von Glyzerin beim Tiefgefrieren von Huhnersperma
wurde der Grundstein der kiunstlichen Besamung mit Tiefgefriersperma (TG)
gelegt (POLGE ET AL., 1949). Die Entwicklung effizienter Spermakonservierungs-
techniken macht die instrumentelle Samenlbertragung heute in sehr vielen
landwirtschaftlichen Nutztierbestanden maoglich. Ein Ziel der Besamung st es,
die Ejakulate der mannlichen Spendertiere optimal zu nutzen und weibliche Tie-
re mit moglichst wenigen Spermien zu besamen ohne dabei Einbulden bei der
Non-Return-Rate (NRR) zu riskieren (DEN DAAS ETAL., 1998).

Seit der Einfuhrung der genomischen Zuchtwertschatzung im Jahr 2010 werden
die Bullen bereits mit Beginn der Geschlechtsreife zur Spermaproduktion ein-
gesetzt. Da Jungbullen deutlich kleinere Ejakulate als Altbullen produzieren, die
gleichzeitig erheblich weniger Spermien enthalten, ist eine weitergehende Nut-
zungsstrategie fur Einzelejakulate erforderlich. Tiefgefrorene Spermaportionen
enthalten iblicherweise im Schnitt 10-15 x 10° Samenzellen/230 pl (CRAMER ET
AL., 2009). Die kurzlich am Institut fir Nutztiergenetik Mariensee entwickelte
Methode SIFT® (Sperm-Intra-Fallopian-Transfer) erméglicht es, minimale Sper-
makonzentrationen nicht chirurgisch in den Eileiter zu Ubertragen. Ein wesent-
licher Vorteil der Methode SIFT® ist die Reduzierung des Besamungsvolumens

unter Beibehaltung des Volumen-/Mengenverhaltnisses.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, die in Volumen und Spermienzahl reduzierte
Spermaportion neu zu konfektionieren und ein angepasstes Kuhl- sowie Ge-
frierprotokoll zu entwickeln. Dabei sollten vergleichbare Auftauqualitaten wie in
einer Ublichen Besamungsportion erreicht werden. Die Qualitat des Spermas
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wurde dabei sowohl unter Laborbedingungen als auch in Testbesamungen an

Einzeltieren Uberpruft.
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2 Literaturuibersicht

In der Literatur werden Begriffsdefinitionen oft unterschiedlich ausgelegt. Fur
die folgende Literaturstudie wurden Begriffsdefinitionen festgelegt und darauf
zurtckgegriffen bzw. korrigiert, wenn die Begriffe in der zitierten Literatur anders

verwendet wurden.

1. Befruchtungsrate: beschreibt die Anzahl in vitro befruchteter im Rea-

genzglas ausgezahlter Eizellen.

2. Geschlechtsreife: ist der Zeitpunkt an dem die Fortpflanzungsfahigkeit

und somit die Reife, um sich fortzupflanzen, erreicht wurde.

3. Sperma: ist die Befruchtungsflissigkeit mannlicher Tiere, die sich aus
Spermien, Epithelzellen, Sekreten der Hodenkanalchen und Seminal-

plasma zusammensetzt.
4. Spermien: sind die reifen mannlichen Samenzellen.

5. Trachtigkeitsrate: gibt den prozentualen Anteil tragender Tiere an den

besamten Tieren an.

6. Zuchtreife: beschreibt den Zeitraum in dem ein Tier erstmals zur Zucht

herangezogen wird.

2.1 Physiologie des Spermientransports durch den Uterus

Fir eine erfolgreiche Befruchtung spielen die Vitalitat und Funktionalitat der
Spermien auf dem Weg zur Eileiterampulle eine entscheidende Rolle. Durch
eine hohe Vitalitat und eine ausreichende Funktionalitat werden die Fusion des
Spermiums mit der Eizelle und die Entwicklung des Embryos sichergestellt
(HAwk, 1983).

Ein Bullenejakulat enthalt ca. 5-12 x 10° Spermien, welche beim natiirlichen
Paarungsakt in das kraniale Scheidengewoélbe abgesetzt werden. Die Sper-
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mienzahl reduziert sich auf dem Weg in den Eileiter. Im Uterus betragt die
Spermienzahl noch 10° Spermien/ml, im kaudalen Isthmus 10* Spermien/ml und
in der Eileiterampulle ist sie bereits auf 102 Spermien pro Milliliter zurlick ge-

gangen (HAwWK, 1983; LARSSON, 1988).

2.1.1 Spermientransport im weiblichen Genitaltrakt

Damit die Spermien mit der Eizelle fusionieren kdnnen, miussen sie vom Abla-
geort bis in die Ampulle des Eileiters transportiert werden. Dabei mussen sie
einen multifunktionellen Selektionsprozess durchlaufen, der sowohl aus me-
chanischen Barrieren, wie den Krypten und Falten der Zervix besteht, als auch
immunologischen und chemischen Mechanismen (Vaginalsekret, Zervikal-
mukus) unterliegt (TOPFER-PETERSEN UND WABERSKI, 2001). Bei Scheidenbesa-
mern wie dem Rind ist die Zervix das erste Spermienreservoir. Die Drisen der
Zervixschleimhaut produzieren einen Schleim, der geschadigte Spermien, Se-
minalplasma und Bakterien vorab selektiert (TOPFER-PETERSEN UND WABERSKI,
2001). Das Spermienreservoir wird in den Zervikalkrypten gebildet. In ihnen
herrscht ein spermienfreundliches Milieu, das eine Migration der Spermien ge-
gen den vaginalwarts gerichteten, spermienfeindlichen Strom des Schleims aus
dem Zervixlumen ermdglicht (HAwWK, 1987). Bei der KB wird dieses Reservoir
umgangen (VISHWANATH, 2003; WENDT, 2007; RATH UND JOHNSON, 2008) und die
Spermien werden im kranialen Zervikalabschnitt oder im Uteruskorper abge-
setzt.

Das zweite funktionelle Spermienreservoir beim Rind ist der kaudale Isthmus
des Eileiters. Die Spermien konnen dort bis zu 24 Stunden Uberleben und wer-
den vor Phagozytose und frihzeitiger Kapazitation geschitzt (SUAREz, 2002).
Als Voraussetzung fiir das Uberleben gilt die Bindung der Spermien an das Ei-
leiterepithel. Uber bovine Seminalplasmaproteine (BSP) an der Oberflache der
Spermien binden diese Uber Fukoseliganden an die Zilien des Eileiters. Die bo-
vinen Seminalplasmaproteine spielen eine wichtige Rolle bei der Kapazitation,
der Akrosomreaktion, der Motilitdt der Spermien und der Fusion von Spermium
und Eizelle (GWATHMEY ET AL. 2003; SUAREZ, 2007).
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Nach KILLIAN ET AL. (1993) geben hohere Anteile der Proteine 26kDa (pl 6,2) und
55kDa (pl 4,5) im Seminalplasma Hinweise auf eine bessere Fruchtbarkeit des
Bullens in vivo. Das Protein 16kDa (pl 6,7) sei hingegen in grolierer Menge ein
Anzeiger fir eine verminderte Fertilitdt. Es wurde ein Regressionsmodell entwi-
ckelt, um anhand der Proteine die Fruchtbarkeit eines Ejakulates vorauszusa-
gen. Dabei zeigte sich ein lineare positive Korrelation (r=0,89) zwischen der
tatsachlichen und der vorhergesagten Befruchtungsfahigkeit der Ejakulate auf-
grund der genannten Anteile der Proteine (KILLIAN ET AL., 1993). Die Autoren
vermuten, dass es sich hierbei um die Phospholipase A, und die heparin-
bindenden Proteine BSP-Al, BSP-A2 und BSP-A3 handelt, die wahrend der
Ejakulation an Cholinphospholipide der Plasmamembran binden und den Cho-
lesterolefflux férdern (KILLIAN ET AL., 1993). Ein weiteres Protein PDC-109 ge-
hort zu der Gruppe der heparin-bindenden Seminalplasmaproteine und bindet
wahrend der Ejakulation durch Phospholipidbindungen an die Spermienoberfla-
che. Gleichzeitig induziert es die Kapazitation (DESNOYERS UND MANJUNATH,
1992; TALEVI UND GUALTIERI, 2010). Proteine an der Oberflache des Eilei-
terepithels, sogenannte Annexine, die eine hohe Affinitat zu Heparin aufweisen,
wirken als Spermienrezeptoren. PDC-109 bindet an die Fukose am Annexin
und so an die Oberflache des Eileiterepithels (ISHITSUKA ET AL., 1998). Ahnliche
Bindungseigenschaften wurden flr die Seminalplasmaproteine BSPA3 und
BSP30K entdeckt (GWATHMEY ET AL., 2006).

HAwK (1983) vermutete zunachst, dass beim Kaninchen die Spermien in einem
ersten initialen schnellen passiven Transport bereits innerhalb weniger Minuten
zum Ovidukt gelangen. Die Befruchtungsfahigkeit dieser Spermien wurde je-
doch angezweifelt. Als mdgliche Ursache fiur den schnellen Transport wurde die
Anregung der Myometriumkontraktion durch den Kopulations- und Inseminati-
onsvorgang vermutet. Vier Jahre spater widerlegte HAWK (1987) seine ersten
Vermutungen. Er beschrieb, dass befruchtungsfahige Spermien den Eileiter ca.
acht Stunden nach dem Deckakt erreichen und dort bis zur Ovulation verweilen.
Dabei wird der grofdte Anteil der Spermien innerhalb von 24 Stunden nach der
Befruchtung wieder in die Vagina abgegeben. Der Spermientransport erfolgt
durch die Kontraktionen des weiblichen Genitaltraktes (HAWK, 1987). HUNTER

(2003) beschrieb, dass Hormone des Seminalplasmas, wie z.B. Prostaglandine,
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die Kontraktion der Uterusmuskulatur und somit den Spermientransport stimu-
lieren (HUNTER, 2003).

Flr das Schwein wird vermutet, dass intakte Spermien auch im Uterus gebun-
den werden, um das Reservoir im Ovidukt fur einen langeren Zeitraum zu ver-
sorgen (TAYLOR ET AL., 2008). Untersuchungen am Schwein zeigten, dass die
Spermien mit den uterinen Epithelzellen interagieren (RODRIGUEZ-MARTINEZ ET
AL. 1990). Der Grund hierfur ist jedoch noch weitgehend unbekannt. Eine mogli-
che Erklarung konnte eine noch nicht abgeschlossene Reifung der Spermien
sein, die sich wahrend der Bindung an die Epithelzellen weiterentwickeln kdn-
nen. Die Spermien stehen dem Reservoir im Eileiter so flir einen langeren Zeit-
raum als befruchtungskompetente Spermien zur Verflgung (MONCH-TEGEDER,
2011). Nach RATH UND JOHNSON (2008) kann jedoch eine Besamung mit einer
geringeren Anzahl an Spermien dazu fuhren, dass das Spermienreservoir im
Uterus nicht ausreichend aufgebaut wird, wodurch die Zeit fur eine erfolgreiche
Besamung reduziert wird. Besonders kritisch sei dies zu bewerten, wenn die
Lebensfahigkeit der Spermien durch Kryokonservierung und Sortierung des
Spermas verringert wird (RATH UND JOHNSON, 2008). SUAREZ (2007) beschrieb
zudem eine reduzierte Lebensfahigkeit und Fruchtbarkeit der Spermien durch
den flowzytometrischen Sortierprozess. Durch die Belastungen der Spermien
kann deren Transport durch den Uterus sowie die Bindung und Entwicklung des

Spermienreservoirs eingeschrankt werden (SUAREZ, 2007).

2.1.2 Kapazitation und Akrosomreaktion

Im weiblichen Genitaltrakt durchlaufen die Spermien komplexe membranstruk-
turelle und metabolische Veranderungen bis sie an die Zona pellucida binden,
um mit der Eizelle zu fusionieren (AUSTIN, 1951). Dieser Vorgang wird unter
dem Begriff Kapazitation zusammengefasst (AUSTIN, 1960). Die genauen Ablau-
fe der Kapazitation sind noch nicht im Detail geklart und kénnen speziesabhan-
gig durchaus unterschiedlich verlaufen. Die Kapazitation ist essentiell fur die
Befruchtungsfahigkeit, da die Spermien hyperaktiviert werden und somit zur

Interaktion mit der Zona pellucida der Eizelle befahigt sind (KLEwiTz, 2009). All-
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gemein werden bei der Kapazitation zu Beginn oberflachenassoziierte schut-
zende Proteine, die sogenannten Dekapazitationsfaktoren entfernt. Dieser Vor-
gang macht die Spermienmembran durchlassig fur lipidbindende Proteine des
Eileiters, die einen Cholesterinefflux aus der Plasmamembran bewirken
(TOPFER-PETERSEN UND WABERSKI, 2001). Durch die Umverteilung von Proteinen
und Lipiden in der Zellmembran werden lonenkanale aktiviert und es kommt
zum Einstrom von extrazellularen Calziumionen, was zur Phosphorylierung der
Proteine fuhrt. Insgesamt kommt es zur Destabilisierung der Zellmembran der
Spermien und zu einer Erschopfung des Metabolismus (TOPFER-PETERSEN,
2007). Der Eileiter selektiert unkapazitierte Spermien, die durch einen niedrigen
Kalziumspiegel und eine geringflgige Tyrosinphosphorylierung von Proteinen
der akrosomalen Region des Kopfes charakterisiert sind. Diese Vorgange wer-
den bei gebundenen Spermien am Eileiter zeitweise unterdrickt. Zum Ovulati-
onspunkt beginnen die Spermien zu hyperaktivieren, I6sen sich vom Eilei-

terepithel und schwimmen auf die Eizelle zu (TOPFER-PETERSEN, 2007).

Die Kapazitation ist Voraussetzung fur die Akrosomreaktion. Nachdem das
Spermium Uber Glykoproteine der Zona pellucida gebunden wird, werden ent-
scheidende Signalkaskaden zur Auslésung der Akrosomreaktion im Zellinneren
freigegeben (BREITBART, 2003). Eine weitere Induktion der Akrosomreaktion lie-
fert das in der Umgebung der Zona pellucida befindliche Progesteron (FLESCH
UND GADELLA, 2000). Die durch die Signalkaskade hervorgerufene Erhohung der
intrazellularen Kalziumkonzentration fihrt zur Aktivierung der Proteinkinase C,
wodurch Proteine aktiviert werden, die das Verschmelzen der Plasmamembran
mit der aulReren Akrosommembran bewirken (FLESCH UND GADELLA, 2000; RATHI
ET AL., 2003). Vesikel und Poren in der Spermamembran 6ffnen sich, und es
kommt zur Freisetzung der akrosomalen Inhaltsstoffe. Hierauf folgt die Proteo-
lyse der Zona pellucida, wodurch das hyperaktivierte und kapazitierte Spermi-
um in die Eizelle penetrieren kann (TOPFER-PETERSEN, 2007).

Neben der oben genannten Akrosomvorbereitung, kdnnen auch autolytische
Prozesse Veranderungen des Akrosoms auslésen, die Ahnlichkeit mit der Akro-
somreaktion haben (KLEwITZz, 2009). Das Einfrieren der Spermien in flissigem

Stickstoff und das Auftauen der Spermien im Wasserbad bei 38°C kann zu einer



Literaturtbersicht

Destabilisierung der Spermamembran fuhren, wodurch Vorgange ahnlich der
Kapazitation ausgelost werden. Dadurch wird der Transport der Spermien be-
einflusst und es kommt zu einer frihzeitigen Akrosomreaktion (WATSON, 1995;
BAILEY ET AL., 2000). BEDFORD (1970) unterscheidet daher zwischen der fal-
schen und echten Akrosomreaktion. Spermien nach falscher Akrosomreaktion
sowie vorzeitig ausgeloster echter Akrosomreaktion sind nicht mehr in der Lage,

an die Zona pellucida zu binden (FAZELI ETAL., 1997; SPINACI ETAL., 2010).

2.2 Zusammenhang zwischen Fruchtbarkeitsvorhersage aufgrund von

Spermagualitatsuntersuchungen und der Fertilitat

In der Fachliteratur finden sich sehr unterschiedliche Aussagen Uber den Zu-
sammenhang zwischen den Ergebnissen spermatologischer Untersuchungsme-
thoden und der Fruchtbarkeit nach Besamung. Eine sichere Aussage anhand
der spermatologischen Labordaten Uber die potenzielle Fruchtbarkeit zu treffen,
ist aufgrund der noch nicht vollstandig bekannten Faktoren, die zu einer erfolg-
reichen KB fuhren, schwierig (DEJARNETTE UND MARSHALL, 2005). Betrachtet
man alle Aspekte, die sich auf eine erfolgreiche Besamung und die NRR56
auswirken, machen die Effekte des Bullen und des Ejakulates nur lediglich
0,4% (CHRISTENSEN ET AL., 2005) bis 1,0% (STALHAMMAR ET AL., 1994) aus. Ne-
ben Umwelteffekten, Herdeneinfluss und Ausbildungsstand des Besamungs-

technikers betragt die Restvarianz 95% (CHRISTENSEN ET AL., 2005).

2.2.1 Motilitat

Die Bewegungsaktivitat (Motilitat) ist ein wichtiger funktioneller Parameter der
Spermien. Die mikroskopische Schatzung der Motilitat unter dem Phasenkon-
trastmikroskop mit einem auf 38°C temperierten Heiztisch ist die am haufigsten
genutzte routinemaRige Untersuchungsmethode, die einen schnellen Uberblick
uber die Spermienqualitat in Bezug auf die Motilitat verschafft (WABERSKI UND
PETRUNKINA, 2007). Dabei werden die Massenbewegungen (nur bei Wiederkau-

ern) der unverdinnten Spermien unter dem Mikroskop im Hellfeld bei 100-
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facher Vergroflerung geschatzt und anhand von Mindestanforderungen an die
biologische Spermienbeschaffenheit unterteilt. Fur die Einzelbewegung werden
die Spermien nach vorwartsbeweglichen, ortsbeweglichen und unbeweglichen
Samenzellen unterschieden. Die Untersuchung erfolgt dabei unter dem Pha-
senkontrastmikroskop bei  200-facher  Vergroflerung (WABERSKI ~ UND
PETRUNKINA, 2007). Bei der mikroskopischen Motilitdtsschatzung handelt es sich
jedoch um ein subjektives Verfahren, bei dem die Genauigkeit der visuellen Be-
urteilung gering ist und das Laborpersonal regelmafig aufeinander abgestimmt
werden muss (WABERSKI UND PETRUNKINA, 2007). Schnellere und effektivere
Methoden wie das computerunterstitzte Analyseverfahren Computer Assisted
Sperm Analysis (CASA) bieten die Moglichkeit einer standardisierten Beurtei-
lung der Bewegungsparameter der Spermien (CHRISTENSEN ET AL., 2005). CASA
kann dabei eine groRe Anzahl von Spermien auswerten und deren Art der Be-
wegung und Geschwindigkeit messen (WABERSKI ET AL., 1999). Dabei werden
die einzelnen Bahnen, die Geschwindigkeit und die Richtung untersucht. Tabel-

le 1 gibt einen Uberblick (iber die am CASA gemessenen Qualitatsparameter.
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Tabelle 1: Beschreibung der Beurteilung der Spermienbewegung (KATHIRAVAN ET AL., 2011)

Qualitatsparameter

Definition

Motilitat

Gesamtmotilitat: Verhaltnis der beweg-
lichen Spermien zur Gesamtkonzent-

ration der Spermien in %

Progressive Motilitat

vorwartsbewegliche Spermien in %

Velocity straight line (VSL)

kurzeste Distanz zwischen dem An-
fangs- und dem Endpunkt des Sper-
miums wahrend der Messung geteilt

durch die Dauer der Messung in um/s

Velocity curve line (VCL)

kurvolineare Geschwindigkeit: kom-
plette vom Spermium zurlickgelegte
Distanz geteilt durch die Dauer der
Messung in um/s, VSL<VCL

Velocity average path (VAP)

zurlckgelegte Distanz des Spermiums
geteilt durch die Dauer der Messung
auf einer geglatteten Bahn in pm/s,
VSL<VAP<VCL

Amplitude of lateral head displacement
(ALH)

seitliche Auslenkung der Spermien-

kopfe in ym

Beat cross frequency (BCF)

Frequenz der Pendelbewegung in Hz

Straightness (STR)

STR = VSL/VAP x 100 in %

Linearity (LIN)

LIN = VSL/VCL x 100 in %

10
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Mehrere Autoren sehen dieses Analyseverfahren als effizientes objektives In-
strument zur Erfassung der Fruchtbarkeitsparameter an. Sie stellten in ihren
Untersuchungen positive Korrelationen zwischen die im CASA gemessenen
Motilitatswerte nach dem Auftauen und der Trachtigkeitsraten fest (FARRELL ET
AL., 1998; JANUSKAUSKAS ET AL., 2001; CHRISTENSEN ET AL., 2005). Dabei variie-
ren die Korrelationen zwischen der Spermienmotilitdt und der Fruchtbarkeit zwi-
schen 0,15 und 0,83 (STALHAMMAR ET AL., 1994). KOZUMPLIK UND SOSNOVA (1985)
erzielten in einem Feldversuch mit 10682 Erstbesamungen die hochsten Trach-
tigkeitsraten, wenn die eingesetzten Besamungsportionen im Thermoresistenz-
test nach zwei Stunden noch mehr als 40% vorwartsbewegliche Spermien auf-
wiesen. Diese Aussage konnten VIANNA ET AL. (2009) nicht bestatigen. Nach
4920 Erstbesamungen stellten sie keinen Zusammenhang zwischen der im
Thermoresistenztest gemessenen Motilitat und der Fruchtbarkeit fest. Dabei
erreichten Spermien, die nach funfstindigem Thermoresistenztest keinerlei mo-
tile Aktivitat mehr zeigten, immer noch Trachtigkeitsraten von 66%. Besamungs-
portionen mit einem Anteil motiler Spermien von Uber 40% erzielten eine Trach-
tigkeitsrate von 63% (VIANNA ET AL., 2009). Selbst in standardisierten Verfahren
wie der Messung des Parameters Linearity im CASA sind schwankende Korre-
lationen bezliglich der Befruchtungsfahigkeit der Spermien von r?= 0,45-0,63 zu
verzeichnen (ZHANG ET AL., 1998; JANUSKAUSKAS ET AL., 2001). Werden hinge-
gen mehrere Parameter der Motilitat, wie z.B. die Linearity und
Straightness, mit der Fruchtbarkeit verglichen sind starkere Korrelationen von
r’ = 0,68-0,98 zu finden (FARRELLETAL., 1998).

Die folgende Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht von Studien, die sich mit Korrelatio-
nen der in vitro gemessenen Spermienmotilitat am CASA und der visuell unter

dem Mikroskop in vivo gemessenen Fruchtbarkeit beschaftigten.

11
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Tabelle 2: Korrelation der am CASA bzw. subjektiv unter dem Mikroskop gemessenen
Motilitdt und der Fruchtbarkeit in vivo

Methode | Korrelation (r) Autoren

i e (BRAHMKSHTRI ETAL.,
Subjektiv | 0.21 (Trachtigkeitsrate)

1999)
0,34 (Motilitat)

CASA 0,89 (Motilitat aus 5 Motilitatseigenschaf- (FARRELL ETAL., 1998)
ten)

CASA | 0,53 - 0,57 (Motilitat) (JANUSKAUSKAS ET AL

Subjektiv | 0,66 - 0,67 (Motilitat) 2001)

Subjektiv | 0,55 (Motilitat) (KJAESTAD ETAL., 1993)

(SODERQUIST ETAL.,

Subjektiv | 0,04 - 0,21 (Motilitat) 1991)

CASA 0,43 - 0,61 (Motilitat) (JANUSKAUSKAS ET AL

Subjektiv | 0,52 - 0,59 (Motilitat) 2003)

2.2.2 Morphologie

Die morphologische Untersuchung der Spermien unter dem Mikroskop ist eine
weitere von der Motilitatsbewertung unabhangige Methode zur Beurteilung der
Spermienqualitat. Die gesamtmorphologische Untersuchung erfolgt mikrosko-
pisch am fixen Praparat. Dabei werden 200 zuvor durch z.B. eine Forum-Zitrat-
Lésung immobilisierte Spermien unter einem Phasenkontrastmikroskop mittels
Olimmersion bei 800-facher VergroRerung hinsichtlich des Vorhandenseins von
Kopfkappen-, Kopf-, Hals-, Verbindungsstlick- und Endstlickveranderungen un-
tersucht (Tabelle 3) (WEITzE, 2001).

12
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Tabelle 3: Morphologische Untersuchungsklassifikation (WEITZE, 2001)

Parameter Definition

- Abgelost

- Deformiert

Kappenveranderungen - Persistierendes
Akrosomgranulom

- geschwollen

- deformiert
Kopfveranderungen - morphologische Abweichungen
der Kopfform

- Plasmatropfen

Halsveranderungen
9 - Halsbruch

- Deformiert

Verbindungsstluckveranderungen - Plasmatropfen

- Schleifenform
- Plasmatropfen

Haupt- und Endstuckveranderungen - Aufgerollt
- Um den Kopf gerollt
- abgeknickt
Mehrfachmissbildungen - Missbildungen

Morphologische Spermienveranderungen kdonnen primare, sekundare und terti-
are Ursachen haben. Erstere entstehen wahrend der Spermatogenese im Ho-
den. Dazu zahlen Missbildungen des Kopfes sowie Formabweichungen des
Mittelstlicks und des Schwanzes. Primare Veranderungen werden flr die Fertili-
tat des Vatertieres als schwerwiegend angesehen (WABERSKI UND PETRUNKINA,
2007). Sekundare Missbildungen entstehen im Verlauf der Nebenhodenpassa-
ge. Hierbei handelt es sich um abgel6ste Kopfkappen, Halsbriiche, Plasmatrop-
fen sowie Formabweichungen des Schwanzes (WEITzE, 2001). Tertidre Veran-
derungen entstehen nach der Samengewinnung und Untersuchung durch
aulBere Einflisse. Hierzu zahlen Kopfkappenablésungen, Schwanzschleifen
und Halsbriche (WEITzE, 2001).

13
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Nach Untersuchungen von PHILLIPS ET AL. (2004) ist die morphologische Quali-
tatsbeurteilung eine wichtige Methode zur Vorhersage der Fruchtbarkeitsaus-
sichten. BARTH ET AL. (1992) zeigten in ihren Untersuchungen, dass Spermien,
deren Kopfe in der postakrosomalen Region extrem verschmalert sind, eine
signifikant geringere Fertilitat in vivo aufweisen. GARNER (1997) sahen die mor-
phologischen Untersuchungen mittels Mikroskop als zu subjektiv und zeitauf-
wendig an. Die neue, innovativere und effektivere Messmethode anhand des
Analyseverfahrens CASA sollte diese ersetzen. Bisher stehen jedoch keine au-
tomatisierten Analysesysteme fur morphologische Parameter zur Verfigung und
es wird routinemafig noch die subjektive Qualitatsbeurteilung mit Hilfe des Mik-

roskops angewendet.

2.2.3 Durchflusszytometrische Spermabeurteilung

Die Befruchtungskompetenz eines Spermiums ist von der funktionellen und
morphologischen Integritat der Plasmamembran abhangig (WABERSKI UND
PETRUNKINA, 2007). Eine objektive Methode zur funktionsabhangigen Qualitats-
beurteilung der Spermien gelingt mit Hilfe der Flowzytometrie. Diese Methode
bietet die Mdglichkeit mit einem hohen Mal® an Reproduzierbarkeit Standardi-
sierung und Genauigkeit vieler tausender Zellen zu beurteilen (WEITZE, 2001).
Anhand der durchflusszytometrischen Spermabeurteilung kann die Membranin-
tegritat der Spermien anhand der SYBR14/Propidiumjodid (PI)-Farbung gemes-
sen werden (GARNER ET AL., 1994). CHRISTENSEN ET AL. (2004) entwickelten eine
modifizierte und kostenglnstige Form dieser Messung, den FACSCount
(CHRISTENSEN ET AL., 2004). In einem stichprobenartigen Versuch mit 157 Bullen
(114 Holstein- und 43 Jerseybullen) wurden 44946 Erstbesamungen durchge-
fuhrt. Dabei konnten die Autoren eine positive Korrelation der NRR56 zur
Membranintegritat im nativen Zustand (r = 0,409) und nach dem Auftauen (r =
0,506) feststellen. Sie schatzen die Beurteilung der Spermienmebranintegritat
anhand der Durchflusszytometrie als einzige aussagekraftige Methode zur Be-
stimmung der Befruchtungsfahigkeit der Spermien nach dem Auftauen ein

(CHRISTENSEN ETAL., 2011).
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Eine weitere Methode der Messung der Spermaqualitdat anhand der Durch-
flusszytometrie ist der Spermienchromatinstruktur-Assay (SCSA-Test). Der Zu-
stand des Spermachromatins spielt bei der Befruchtung und embryonalen Ent-

wicklung eine wichtige Rolle (AMBROGI DE ET AL., 2006).

Fertile Spermien besitzen bekannte und unbekannte Eigenschaften, die die Be-
fruchtung beeinflussen (DEN DAAS ET AL., 1998). Daher kann eine Besamung
durchaus fehlschlagen, obwohl bekannte Faktoren flir eine erfolgreiche Be-
fruchtung sprechen. Sollten andererseits schon anhand der Qualitatsbeurteilung
der Spermien groRe Mangel auftreten, ist eine Trachtigkeit nicht zu erwarten
(DEJARNETTE UND MARSHALL, 2005). Spermatologische Beurteilungen der Sper-
mien werden standardmafRig von den Besamungsstationen durchgefuhrt, um
qualitativ geringwertige Ejakulate vor dem Einfrieren zu selektieren und durch
die Verarbeitung zu stark geschadigte Portionen von der Besamung auszu-
schlielen. Flr gesextes Sperma wurden zum Beispiel von RATH ET AL. (2009)
anhand von Messungen der Motilitat im CASA, der Fluoreszenz-Analyse und
der morphologischen Beurteilung Richtwerte entwickelt. Eine Ubersicht ist in

Tabelle 4 dargestellt.

Ein Thermoresistenztest simuliert die Korpertemperatur und somit die thermi-
schen Belastungen flr Spermien im Reproduktionstrakt. Dabei werden die
Spermien direkt nach dem Auftauen Uber 6 Stunden bei 37°C inkubiert, um
nach 0, 3 und 6 Stunden Ruckschlisse auf die Qualitat des Ejakulates zu zie-
hen (MULLER, 2000). Mehrere Autoren sehen den Thermoresistenztest als Mog-
lichkeit die Aussagekraft bezlglich Motilitat, Membranintegritat und Morphologie
auf das potentielle Befruchtungspotential eines Ejakulates zu erhdhen (MULLER,

2000; DEJARNETTE UND MARSHALL, 2005).

Fir eine erfolgreiche Besamung ware in Zukunft die Entwicklung eines Modells
notig, das die Umwelteffekte durch den Bullen und den Techniker mit einbe-
zieht, um einen Teil der 95%igen Restvarianz zu erklaren (CHRISTENSEN ET AL.,
2005; BERRY ETAL., 2011).
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Tabelle 4: Grenzwerte fiir die Qualitat sortierter Spermien (NACH RATH ET AL. 2009)

Mikroskopische Beurteilung Minimalanforderung
Einzelspermienbeweglichkeit (in %) 250
Motilitat im Thermo-Toleranz-Test nach 530
6 Stunden (in %) -
Anzahl lebender Spermien 5o
(Mio./Straw) B
Fluoreszenz-Analyse
Syto17/ FITC-PNA intakt (in % ) 270
Sortierreinheit (in %) =290
Defragmentationsindex <5
Morphologische Beurteilung
Spermienkopfveranderungen (in %) <5
Kopfkappenveranderungen (in %) <10
Gesamtmorphologische

<20
Veranderungen (in %)
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2.3 Kryokonservierung von Bullensperma

Ejakulate werden beim Bullen mittels klnstlicher Scheide gewonnen. Die an-
schlieRende Ejakulatverdinnung und Samenkonservierung sind essentielle
Verarbeitungsschritte fur die Herstellung von tiefgefrorenen Samenportionen
des Bullen. PHILLIPS (1939) entdeckte die protektive Eigenschaft von Huhner-
eidotter zur Erhaltung und Haltbarmachung der Spermienfruchtbarkeit. Bis heu-
te stellt Eigelb den weltweit am haufigsten verwendeten biologischen Zusatz in
der Kryokonservierung boviner Ejakulate dar (MoussA ET AL., 2002). Einen wei-
teren Durchbruch in der Tiefgefrierung von Sperma erzielten POLGE ET AL.
(1949), die die kryoprotektiven Eigenschaften von Glyzerin beim Tiefgefrieren
fur Hihnersperma entdeckten. Erstmals wurde 1951 ein Kalb nach Besamung
mit tiefgefrorenem Bullensperma geboren. Schnell etablierte sich das Verfahren

und wird heute routinemafig eingesetzt (CURRY, 2000; SWELUM ET AL., 2011).

2.3.1 Auswirkungen der Kryokonservierung auf die Spermienintegritat

Nach der Verdinnung wird das Ejakulat auf 4 bis 5°C heruntergekuinhlt. Die Ab-
kihlung minimiert den Stoffwechsel der Spermien, wobei dieser Prozess nicht
zu schnell erfolgen darf. Eine zu rasche Abkuhlung induziert Veranderungen in
der Plasmamembran und erhdht die Membranpermeabilitat (ANDRABI, 2009).
Kalzium wird vermehrt ins Zellinnere der Spermien aufgenommen, wodurch
Vorgange einer verfrihten Kapazitation ausgelost werden (WATSON, 2000). Zu-
dem kommt es aufgrund des herabgesetzten Fruktose- und Sauerstoffabbaus
sowie einer reduzierten ATP-Synthese zu Energieverlusten in der Zelle und
folglich zu einer Abnahme der Motilitat (VISHWANATH UND SHANNON, 2000). DHAMI
ET AL. (1992) untersuchten den Effekt der unterschiedlichen Abkuhlraten von
10°C auf 5°C uber 5, 30, 60 und 120 Minuten im Vergleich zu 120 Minuten von
28°C auf 5°C auf die Motilitat und Membranintegritat von Bullenspermien. Sie
zeigten, dass Sperma bereits nach 30-minttiger Abkihlung bei 10°C erfolgreich
eingefroren werden kann (DHAMI ET AL., 1992).
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Der Tiefgefrierprozess hat fur Spermien eine Belastung und Schadigung der
Zellstrukturen zur Folge, woraus eine erhohte Desintegration der Akrosom- und
Plasmamembran sowie verringerte Motilitatswerte nach dem Auftauen resultie-
ren (WATSON, 1995). Trotz eines guten Einfrierprotokolls Gberlebt haufig nur die
Halfte der kryokonservierten Spermien nach dem Auftauen (CURRY, 2000). In
einer Studie von SHANNON UND VISHWANATH (1995) wurde bovines Frischsperma
mit einer Motilitat von 80% und TG-Sperma mit einer Motilitat von 40% fur einen
Besamungsversuch genutzt. Die Besamung mit 2,5 x 108 Frischspermien ergab
vergleichbare Trachtigkeitsraten zu den Portionen mit 20 x 10° TG-Spermien
(68,1% bzw. 67,6% tragende Tiere). Als Folge der durch die Kryokonservierung
bedingten Schaden wird daher die Anzahl der Spermien pro Portion soweit er-
hoht, dass vergleichbare Trachtigkeitsraten erreicht werden kodnnen

(VISHWANATH UND SHANNON, 2000).

Wahrend des Einfrierprozesses kommt es bei Temperaturen von unter 0°C zum
Gefrieren der extrazellularen Flussigkeit. Die damit verbundene Zunahme der
Elektrolytkonzentration im extrazellularen Medium fuhrt zu einer verstarkten
osmotischen Dehydration der Spermien. Ursache hierfur sind die Kristallisation
des reinen Wassers bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt und die damit
verbundene Konzentrationserhdhung der gelosten Stoffe im Restwasser
(WABERSKI UND PETRUNKINA, 2007). Das Wasser in der Zelle verlasst entspre-
chend des osmotischen Gradienten die Zelle. Die Dehydration hangt von der
Abkuhlungsrate und der Wasserdurchlassigkeit der Membran ab. Eine langsa-
me Einfrierkurve sorgt flr eine langsame Dehydration der Zelle, eine schnelle
Gefrierkurve hingegen fuhrt dazu, dass das Wasser die Zelle nicht schnell ge-
nug verlassen kann und es maoglicherweise zu einer intrazellularen Eiskristall-
bildung kommt (WABERSKI UND PETRUNKINA, 2007). Das Volumen der flissigen
Substanzen in der Zelle vergréRert sich und somit erfolgen Zell- und Membran-
schaden. Einer der wichtigsten technischen Durchbriche des Einfrierprozesses
war die Entdeckung der Schutzwirkung des Glyzerins (POLGE ET AL., 1949). Es
verringert den Anteil des ungefrorenen Wassers bei beliebigen Temperaturen
und verringert somit die osmotische Dehydration der Zelle in Folge der Abnah-
me der Elektrolytkonzentration (BAILEY ET AL., 2000; HOLT, 2000A; SWELUM ET
AL., 2011).
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Durch das Einfrieren und Auftauen von Spermien entstehen freie Sauerstoffra-
dikale (ROS) (BILODEAU ET AL., 2000). ROS sind Radikale, die sehr reaktions-
freudig und kurzlebig sind, da sie mehrere ungepaarte Elektronen aufweisen.
Sie nutzen als Reaktionspartner Lipide und Proteine an der Membran des
Spermiums, um durch die Aufnahme eines zweiten Elektrons eine chemisch
stabilere Form einzugehen (AITKEN ET AL., 1989). Unter biologischen Rahmen-
bedingungen werden ROS von Leukozyten und von abgestorbenen Spermien
produziert (GARRIDO ET AL., 2004). Da die Membranen von Saugetieren einen
hohen Anteil an ungesattigten Fettsauren (PUFA) aufweisen, kommt es bei ei-
nem Uberschuss von ROS zur Lipidoxidation, welche die Plasmamembran der
Spermien schadigt. Die Folge sind morphologische Veranderungen sowie eine
reduzierte Motilitat der Spermien (SIKKA, 1996; BANSAL UND BILASPURI,
2010; BUCAK ET AL., 2010). MAMMOTO ET AL. (1996) zeigten bei der Maus, dass
ein Uberschuss an ROS zu oxidativem Stress fiihren kann; die Folge sind ver-
ringerte Motilitdten, reduzierte Oozyten Penetrationsraten sowie eine Blockie-
rung der Fusion von Spermium und Eizelle (BANSAL UND BILASPURI, 2010). Nach
SIKKA (1996) ist die reduzierte Motilitat durch den Verlust von intrazellularem
Adenosintriphosphat (ATP) zu erklaren, wodurch es zu Schadigungen am Axo-
nem des Spermienschwanzmittelstiicks kommt. Mehrere Studien haben aber
auch gezeigt, dass freie Sauerstoffradikale einen positiven Effekt auf die Be-
fruchtungsfahigkeit der Spermien haben kdnnen. Sie spielen eine wichtige Rolle
wahrend der Kapazitation, der Akrosomreaktion, der Hyperaktivierung und der
Penetration der Zona pellucida ( AITKEN, 1995; BANSAL UND BILASPURI, 2010).

Die Erganzung des Verdunnermediums mit Antioxidantien (AO) stellt das
Gleichgewicht zwischen ROS und Antioxidantien zum Teil wieder her und kann
die Spermien vor Schaden durch ROS schutzen. Antioxidantien wirken als Ra-
dikalfanger und inaktivieren den Uberschuss an ROS (BANSAL UND BILASPURI,
2010). NACH Bucak ET AL. (2010) verbessern Antioxidantien die Motilitat, die
Membranintegritat und schitzen vor Beeintrachtigungen des Spermienchroma-
tins. GROSSFELD ET AL. (2008) stellten eine Ubersicht der Antioxidantien auf und
zeigten den positiven Einfluss der Antioxidantien im Verdinnungsmedium auf
die Qualitat tiefgefrorener und wieder aufgetauter Spermien verschiedener

Spezies.
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2.3.2 Kompensierbare und nicht kompensierbare Spermienmangel

Es wird zwischen kompensierbaren und nicht kompensierbaren Spermienman-
geln unterschieden (SAACKE ETAL., 2000).

Mangel, die an einzelnen Spermien vorkommen und durch andere Samenzellen
im Ejakulat weitgehend ausgeglichen werden konnen, so dass eine maximale
Befruchtungsfahigkeit der Besamungsportion erhalten bleibt, sind kompensier-
bar. Betreffen die Mangel allerdings numerische und strukturelle DNA-Schaden,
die zwar die Befruchtungsfahigkeit der Spermien nicht einschranken, jedoch zu
schlechten embryonalen Entwicklungsraten fuhren, sind sie nicht kompensier-
bar (WABERSKI ET AL., 1999). Morphologisch normal erscheinende Spermien
werden am ehesten als Kandidaten fir nicht kompensierbare Schadigungen
angesehen, denn sie initiieren zwar die Befruchtung, aber die Embryonalent-
wicklung wird meistens in der praimplantatorischen Phase abgebrochen.
WABERSKI ET AL. (1996) beobachteten beispielsweise nach intrazervikaler Be-
samung mit geringen Spermienmengen beim Schwein einen hoheren Anteil
degenerierter Embryonen und nicht befruchteter Oozyten, was einen Verdacht
auf nicht kompensierbare Mangel an den Spermien aufkommen lie3. Aufgrund
der numerischen und strukturellen DNA-Schaden kénnen nicht kompensierbare
Spermienschadigungen durch eine Erhéhung der Inseminationsdosis nicht zu

einer Steigerung der Fruchtbarkeit beitragen (SCHWARTZ ETAL., 1981).

,Klassische“ Missbildungen sowie mangelnde Vorwartsbeweglichkeit der Sa-
menzellen gelten als kompensierbare Eigenschaften. Samenzellen, die diese
Art von Méangeln aufweisen sind nicht in der Lage, die Selektionsmechanismen
im weiblichen Genital zu Uberwinden und die Oozyte zu befruchten (BERELING,
2001). Spermien, deren Membran geschadigt wurde, die also frihzeitig kapazi-
tiert sind, kénnen zudem Abwehrreaktionen im weiblichen Genitaltrakt der
Epithel- und Immunzellen auslosen, was wiederum einen weiteren negativen

Einfluss auf die Befruchtung nach sich ziehen kann (ZERBE ET AL., 2003).

Bei einer ausreichenden Besamungsdosis sind tertiare Schaden durch den Ge-
frierprozess kompensierbar. Somit liegt die Inseminationsmenge von Tiefge-
friersperma Uber der von Frischsperma (JOHNSON, 1985). Durch die Schaden

der Kryokonservierung ist die verklrzte Lebensdauer der Spermien im weibli-
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chen Genitaltrakt stark verschlechtert, was ebenfalls die Befruchtungsfahigkeit
und somit den Befruchtungserfolg vermindert (PURSEL ETAL., 1978). Zudem sind
Spermien, die kompensierbare Schaden durch die Kryokonservierung erlitten
zwar befruchtungsfahig, die physiologische Passage durch den Uterus kénnen
sie jedoch nicht mehr ausreichend vollziehen (HoLt, 20008). Eine laparos-
kopische Besamung konnte dabei den Weg der Spermien verkirzen und folg-

lich trotz der Spermienmangel zu besseren Fruchtbarkeitsergebnissen fuhren.

2.3.3 Einfluss des Auftauprozesses

Der Auftauvorgang ist genauso bedeutend fur den Erhalt der Befruchtungsfa-
higkeit der Spermien wie der Einfriervorgang (CHANDLER ET AL., 1984). Die ur-
sprungliche Abkuhl- und Einfrierrate hat einen wesentlichen Einfluss auf das
dazugehdrige Auftauverfahren. Beim Auftauen sind die Spermien einem starken
osmotischen Gradienten ausgesetzt, der durch die Verminderung der Salzkon-
zentration im umgebenden Medium entsteht. Schnelles Auftauen minimiert die
Auskristallisation von Wasser und verringert so Membranschaden. Ein langsa-
mes Auftauen fihrt zum Eintritt von Wasser in die Zellen, was starke osmoti-
sche Belastungen zur Folge hat (MAzZUR, 1984; VISHWANATH UND SHANNON,
2000).

Spermien, die die Kryokonservierung auf -196°C Uberlebt haben, missen auch
beim Auftauen wiederum den kritischen Temperaturbereich von -50°C bis -5°C
durchlaufen. Generell gilt, dass ein schnelles Auftauregime die Membranscha-
den besser verhindert als ein langsames Auftauverfahren, da das Gleichgewicht
im extra- und intrazellularem Medium schneller wiederhergestellt wird (ANDRABI,
2009). In der Praxis werden Besamungspailletten mit Bullensperma 20 bis 30
Sekunden in einem 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. DHAMI ET AL. (1992)
untersuchten die Motilitat kryokonservierter Spermien nach unterschiedlichen
Auftauverfahren (60 Sek. bei 40°C, 15 Sek. bei 60°C, 5 Sek. bei 80°C). Dabei
wiesen Spermien, die 5 Sekunden bei 60°C aufgetaut wurden, einen Anteil mo-
tiler Spermien von 39,79% auf. Spermien, die 60 Sekunden bei 40°C aufgetaut

wurden, hatten einen Anteil von 35,15%. Der Prozentsatz motiler Spermien
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nach funfsekindigem Auftauen bei 80°C lag bei 38,15%. SUKHATO ET AL. (2001)
betrachteten zusatzlich zur Motilitdt den Anteil membranintakter Spermien. Sie
verglichen drei Einfriergeschwindigkeiten sowie eine schnelle (1000°C/min) und
eine langsame (100°C/min) Auftaukurve miteinander. Dabei zeigte sich eben-
falls, dass ein schnelles Auftauen zu besseren Motilitatswerten flihrte (50% vs.
30%).

Das Auftauverfahren hangt auch von der Verpackungsart sowie dem Volumen
der Paillette ab (CHANDLER ET AL., 1984). Aufgrund des unterschiedlichen Paillet-
tendurchmessers besteht ein unterschiedliches Oberflachen-Volumen-
Verhaltnis, woraus verschiedene Temperaturgradienten im Straw resultieren.
AulRerdem haben der verwendete Verdinner, die Konzentration des Gefrier-
schutzmittels sowie die Abkuhl- und Einfrierrate einen wesentlichen Einfluss auf

das Auftauverfahren (SENGER ET AL., 1983).

2.3.4 Kryokonservierung kleiner Zellmengen bzw. Volumina

Eine Alternative zur konventionellen Kryokonservierung kleiner Volumina ist die
Vitrifikation. Es handelt sich hierbei um eine schnelle Einfriertechnik, die die
Probleme vermindern soll, die durch das konventionelle Einfrierprotokoll entste-
hen (WEITZE UND PETRUNKINA, 2001). Bei der Vitrifikation werden die Zellen bei
einem Temperaturabfall von 1000°C/min und mehr eingefroren, um extrazellula-
re und intrazellulare Eiskristallbildungen zu vermeiden. Hierbei erstarren die
Molekdle in zufalliger Anordnung und die Losung nimmt einen glasartigen Zu-
stand ein (LIEBERMANN, 2003). Aufgrund des direkten Kontaktes der Zellen mit
flussigem Stickstoff besteht dabei die Gefahr der Kontamination durch Bakte-
rienrickstande im Eis (TEDDER ET AL., 1995; FOUNTAIN ET AL., 1997; BIELANSKI ET
AL., 2000). Als Vorteile gegenuber der konventionellen Einfriertechnik gelten
verringerte Eiskristallbildung wahrend des Vitrifizierens und wéhrend des Er-
warmens vermindertes Volumen des Gefriergutes, hohere Kihlraten, geringerer
Zeitaufwand, niedrige Kosten und eine einfachere Handhabung der Protokolle
(LIEBERMANN, 2003).
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Anders als bei der Vitrifizierung von Oozyten und Embryonen kann bei der Vitri-
fizierung von Spermien moglicherweise auf ein Kryoprotektivum verzichtet wer-
den. 1942 gelang es erstmals, Hihnersperma zu vitrifizieren (SHAFFNER, 1942).
Weitere Erfolge bei der Vitrifikation von Saugetiersperma blieben in den nachs-
ten Jahren jedoch zunadchst aus und es konnte keine Alternative zur herkdmmli-
chen Tiefgefrierung gefunden werden. Nachdem RALL UND FAHY (1985) Uber die
erfolgreiche eiskristallfreie Vitrifikation von Mauseembryonen berichteten, blieb
die Vitrifikation von Spermien weiterhin lange aufgrund der Verwendung eines
hohen Anteils von Kryoprotektiva und den damit einhergehenden osmotischen
und zytotoxischen Effekten auf die Zellen erfolglos (GILMORE ET AL., 1997).

Erst 2004 wurden humane Spermien ohne Verwendung von Kryoprotektiva vitri-
fiziert und mit konventionell kryokonservierten Spermatozoen hinsichtlich ihrer
Motilitdt und DNA-Integritat verglichen. Die Ergebnisse der Motilitat waren ver-
gleichbar gut (47% zu 52%). Auch hinsichtlich der DNA-Integritat wurden keine
Unterschiede festgestellt (ISACHENKO ET AL., 2004A). Ein mdglicher Grund fir die
erfolgreiche Vitrifikation von Spermien in Abwesenheit von Kryoprotektiva konn-
te sein, dass diese Zellen kleiner sind als Oozyten und Embryonen und dadurch
die Wahrscheinlichkeit intrazellularer Eisbildung des Wachstums von Eiskristal-
len wahrend des Abkiihlens sowie die Gefahr der Rekristallisation wahrend des
Erwarmens geringer ist. Zudem ist der Anteil osmotisch inaktiven Wassers, ge-
bunden an makromolekulare Strukturen wie der DNA, der Histone und der Hya-
luronidase bei Spermien generell héher, was die Viskositat und die Glasuber-

gangstemperatur im Zytoplasma der Spermien erhéht (BEHRENDT, 2009).

Eine zentrale Rolle bei der Vitrifikation spielt die gleichmafige und sehr schnel-
le Abkthlung der zu vitrifizierenden Probe. Durch deren Eintauchen in den flus-
sigen Stickstoff entsteht normalerweise ein Dampfmantel, durch den der Kélte-
Ubergang in die Probe begrenzt wird (REED ET AL., 2002). Um diesem Effekt
entgegenzuwirken sind verschiedene Tragersysteme entwickelt worden. Neben
Geraten, die durch Uberdruck die Fliissigphase des Stickstoffs erhthen (Super-
cooling), wird mit Systemen gearbeitet, die das Vitrifizieren kleiner Volumina
(0,5 — 1,0 pl) ermdoglichen. Mit dem Cryoloop, einer kleinen Nylonschlinge mit
einer Lange von 20 pm und einem Durchmesser von 0,5-0,7 mm, ist es mdg-

lich, kleinste Volumina, z.B. Eizellen, zu konservieren (MUKAIDA ET AL., 2001;
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REED ET AL., 2002). Eine weiteres Tragersystem ist der Open Pulled Straw, eine

dunne Plastikkapillare zum Einfrieren von Embryonen (ISACHENKO ET AL., 2000).

Wahrend humane Spermien den Vitrifikationsprozess gut durchlaufen
(ISACHENKO ET AL., 2004A; ISACHENKO ET AL., 2004B), ist die Vitrifikation von Nutz-
tierspermien bis heute nicht mit der konventionellen Methode vergleichbar. Dies
bestétigt eine Studie von BEHRENDT (2009), in der Hengstspermien vitrifiziert
und mit der konventionellen Einfriermethode verglichen wurden. Dabei blieb
der Anteil progressiv motiler Spermien mit 17,4% aus dem Cryoloop unter dem

Anteil progressiv motiler Spermien aus dem konventionellen Straw (20,6%).

2.3.5 Alternativen zur Tiefgefrierung von Bullensperma in Straws

Nach der Entdeckung der kryoprotektiven Eigenschaften von Glyzerin (POLGE
ET AL., 1949) und der Mdoglichkeit, Sperma durch Tiefgefrierung haltbar zu ma-
chen, wurde Sperma Uberwiegend in Glasampullen tiefgefroren (PICKETT UND
BERNDTSON, 1974). Ublicherweise umfasste damals das Volumen einer
Glasampulle 1,0 ml. Die Spermaqualitat war nach PICKET UND BERNDTSON
(1974) akzeptabel. Die Kosten und das Handling Uberstiegen jedoch die Effizi-

enz dieses Vorgehens.

Eine Methode, Sperma in Pellets zu gefrieren, wurde von japanischen Wissen-
schaftlern entwickelt (NAGASE ET AL., 1964). Hierbei wurden kleine Locher in ei-
nen Block aus Trockeneis gebohrt und mit Spermavolumina von 0,05-0,2 ml
geflllt. Nach zehn Minuten konnte das auf -79°C heruntergekihlte Sperma in
fliussigen Stickstoff Uberfuhrt werden. Dieses System wurde aufgrund eines zu
hohen Kontaminationsrisikos durch Bakterien sowie der Problematik der Kenn-
zeichnung trotz vieler Vorteile von der Straw-Methode verdrangt (NAGASE ETAL.,
1964; PICKETT UND BERNDTSON, 1974). Die Spermienkonzentration ist in Pellets
ca. zehnmal hoher als in einer Ampulle. Die Pellets werden sehr schnell in ei-
nem Auftauverdinner aufgetaut und versamt (PICKETT UND BERNDTSON, 1978).
In einer Studie von ADLER ET AL. (1968) wurde die Kryokonservierung von Bul-

lenspermien in Pellets mit der Tiefgefrierung in Straws verglichen. Es wurden
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1.872 Rinder mit Pellets und 1993 Rinder mit Straws besamt. Die Pellets erziel-
ten eine NRR von 59%, die Straws lagen mit 68,5% deutlich daruber.

Danische Wissenschaftler entwickelten bereits 1940 die Idee, Sperma in Straws
zu konfektionieren und tiefzugefrieren. lhre ersten Versuche mit Soda-Straws
ebneten die Grundlage fur die Entwicklung des heutigen Straws (SORENSEN,
1940). Franzdsische Wissenschaftler revolutionierten die Technik und entwi-
ckelten den French-Straw, einen 113 mm langen Kunststoffhalm mit einem
Durchmesser von 2 bis 4 mm, der in flissigem Stickstoff eingefroren wurde
(JONDET, 1964). Gleichzeitig wurden Kunststoffstraws von Arbeitsgruppen in
Kanada (MACPHERSON UND PENNER, 1972), den USA (ALMQUIST UND WIGGIN,
1973) und in Deutschland (SIMMET, 1972) entwickelt. Wissenschaftler aus
Frankreich und aus Kanada entwickelten dabei die noch heute gangige Ver-
schlusstechnik mittels eines Polyvinylalkoholstopfens, der nach Kontakt mit der
Spermasuspension polymerisiert (JONDET, 1964; MACPHERSON UND
PENNER, 1972). Erste Versuche aus Kanada und den USA, in denen die
Fruchtbarkeitsraten von Besamungsportionen aus Glasampullen und Straws
verglichen wurden, lieferten unterschiedliche Ergebnisse. Es wurden 4,4% bis
5,8% geringere NRR nach Besamung mit den neu entwickelten Straws beo-
bachtet (PICKETT UND BERNDTSON, 1974). PICKETT UND BERNDTSON (1974) ver-
muteten, dass Schwankungen in der NNR der ungeubten Handhabung der

Kunststoffhalme zuzuschreiben waren.

Resumierend stellten PICKETT UND BERNDTSON (1974) fest, dass die Fruchtbar-
keit der Spermien, die in Straws tiefgefroren wurden, mit der Qualitat von
Spermien kryokonserviert in Glasampullen oder Pellets vergleichbar war. In ei-
ner Studie von AAMDAL ET AL. (1969) wurden 725 Rinder mit Spermaportionen
aus Glasampullen besamt. Sie erzielten eine NRR von 73,8%. Weitere 880
Rinder, die mit dem Straw besamt wurden, erzielten eine NRR von 70,7%.
1968-1969 wurden 176.293 Erstbesamungen bei Rindern in Norwegen mit dem
Plastikstraws durchgefuihrt. Zum Vergleich dienten 161.151 Erstbesamungen
mit Glasampullen. Die Straws erreichten eine NRR von 67,7%, die Glasampul-
len erzielten eine NRR von 69,1% (FILSETH, 1970). Ein gutes Fruchtbarkeitser-

gebnis mit Straws ist jedoch nur durch ein sorgsames Umgehen in Bezug auf
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Gefriergeschwindigkeit, Auftaugeschwindigkeit und mit einem erfahrenen und
geschulten Techniker zu erreichen (PICKETT UND BERNDTSON, 1974).

Nach wie vor kann es zu bullenindividuellen Schwierigkeiten bezlglich der Moti-
litat sowie geschadigter Akrosom- und Plasmamembranen der Spermien nach
dem Auftauen kommen. Weltweit wird das Sperma am haufigsten in 0,25 ml
Straws in flissigem Stickstoff oder in programmierten Einfrierautomaten kryo-
konserviert (JOHNSON ET AL., 1995). Konservierung in einem 0,25 ml Straw fuhrt
bei einem optimal angepassten Kuhlprotokoll mit anschlieRenden schnellen Auf-
tauen im Wasserbad zu guten Spermaqualitatsparametern (SENGER ET AL.,
1983). Im Gegensatz zum 0,25 ml Straw hat der friher Ublichere 0,5 ml Straw
ein gréleres Oberflachen-Volumen-Verhaltnis, das theoretisch das Risiko flr
Temperaturschwankungen beim Auftauen erhoht und somit zur Verschlechte-
rung der Fruchtbarkeit fihren kann. JOHNSON ET AL. (1995) untersuchten die Be-
fruchtungsfahigkeit von 0,25 ml und 0,5 ml Straws anhand von Erstbesamun-
gen bei 1360 Farsen. Sie konnten keinen signifikanten Unterschied (p=0,05) im
Befruchtungserfolg zwischen den Spermaportionierungen feststellen (0,25 ml =
63,6% zu 0,5 ml = 62,0%).

Der Einsatz von Frischsamen ermdglicht eine Umgehung der Kryokonservie-
rung und des Auftauens und ist somit fur die Spermien weniger belastend, was
eine hohere Ausverdunnung der Ejakulate erlaubt und daher fir besonders
stark nachgefragte Bullen gerne von den Besamungsstationen angeboten wird
(SHANNON UND VISHWANATH,1995; FOOTE UND KAPROTH, 1997). Aufgrund der be-
grenzten Haltbarkeit von Frischsamen wird kryokonserviertes Sperma der Flus-
sigkonservierung aber generell vorgezogen. Weltweit wurden ca. 95% der 200
Mio. Besamungsportionen, die im Jahr 1995 produziert wurden, kryokonser-
viert. Die Ubrigen 5% wurden als Flissigsperma hauptsachlich in Neuseeland
versamt (VISHWANATH UND SHANNON, 2000).

Der Einsatz geschlechtsspezifisch differenzierter Spermien gewinnt in der Rin-
derzucht an Bedeutung (RATH ET AL., 2009). Die Anzahl der Spermien ist bei der
aufwendigen Herstellung bei geschlechtsdifferenziertem Sperma begrenzt. Da-
her ware eine Versamung in Form von Frischsperma von Vorteil, wenn die lo-

gistischen Voraussetzungen gegeben sind (KLINC UND RATH, 2007). Die Ver-
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wendung von Frischsperma setzt besondere Anforderungen hinsichtlich Lage-
rung und Logistik voraus. Eine konstante Lagertemperatur zwischen 12°C und
15°C sollte dabei unbedingt eingehalten werden (KLINC, 2005). Fir eine Frisch-
spermaproduktion von geschlechtsdifferenziertem Spermien sprechen zudem
die Schadigungen an den Membranen, die durch den Sortierprozess hervorge-
rufen werden und meist erst nach dem Einfrieren und Auftauen sichtbar werden
(MOCE ET AL., 2006). Als Nachteil kann dabei jedoch der lange Produktionspro-
zess gegenuber konventionellem Frischsperma gesehen werden. Nach der
Ejakulatgewinnung vergehen mehrere Stunden bis die sortierten Proben erstellt
sind. KLINC UND RATH (2007) erzielten erstmals Besamungsergebnisse von 60%
mit sortiertem Frischsperma, das 72 Stunden gelagert wurde. Erganzend fand
BERGMANN (2010) heraus, dass die Lagerung von sortiertem Frischsperma drei
Tage, d.h. 72 Stunden nicht Uberschreiten sollte, da die Qualitatsparameter in
Bezug auf die Motilitat mit 22,3% deutlich von den Richtlinien nach RATH ET AL.
(2009) abweichen, in denen ein Grenzwert von 30% motiler Spermien nach

sechsstundiger Inkubation gilt.

2.4 Minimierung der Spermienzahl zur Nachkommenerzeugung

Fir den Routinebetrieb der Besamungsstationen wurden ausreichend erfolgrei-
che Einfrierprotokolle entwickelt, deren Spermienzahl und Volumen weitgehend
standardisiert sind. Dabei gilt es, die Spermienzahl aus 6konomischen Grinden
so weit zu reduzieren, dass madglichst viele Besamungsportionen aus einem
Bullenejakulat gewonnen werden, ohne dass sich dies negativ auf die NRR
auswirkt (DEN DAAS ET AL., 1998). In der heutigen Praxis verwendete konventio-
nelle tiefgefrorene Besamungsportionen enthalten ca. 15-20 x 10° Spermien.

Das Volumen betragt zumeist 230 pl (CRAMER ETAL., 2009).

Bislang wurden in der Milchrinderzucht Bullen anhand des Tochterleistungsver-
gleiches bewertet, was zur Folge hatte, dass die Zuchtwertschatzung erst nach
funf Jahren vorlag (REENTS UND REINHARDT, 2007). Durch die 2010 eingefuhrte
genomische Zuchtwertschatzung werden die Bullen in den ersten Lebensmona-

ten geprift und bereits ab einem Alter von 12 Monaten und somit mit dem Ein-

27



Literaturtbersicht

tritt in die Geschlechtsreife zur Spermaproduktion von den Besamungsstationen
genutzt. Nach WOLF ET AL. (1965) erreicht der Bulle die Geschlechtsreife im
Durchschnitt nach 45 Wochen, sobald ein Ejakulat mit einer Spermienkonzent-
ration von mindestens 50 x 10° Gesamtspermien pro Ejakulat und einer Vor-
wartsbeweglichkeit von mindestens 10 % im Ejakulat gewonnen wird. Zu be-
denken ist dabei, dass Jungbullen mit einem Jahr lediglich ein
durchschnittliches Ejakulatvolumen von 2 bis 4 ml aufweisen und damit deutlich
unter dem Volumen von Altbullen mit einem Alter von sieben Jahren liegen. Bul-
len ab einem Alter von funf Jahren produzieren ein Volumen von 5-8 mi
(LICHTNER, 2010). Entweder mussen daher mehr genomisch geprifte Jungbul-
len zum Einsatz kommen oder die Besamungsportionen auf wesentlich geringe-
re Spermienkonzentration reduziert werden. Altere Untersuchungen von FOOTE
UND KAPROTH (1997) zeigten, dass die Anzahl der tiefgefrorenen Bullenspermien
pro Besamungsportion auf 10 x 10° Spermien reduziert werden kann ohne Ein-
bullen in der Trachtigkeitsrate zu erhalten. In einem Besamungsversuch mit
31.399 Rindern kamen dabei verschiedene Spermakonzentrationen zum Ein-
satz (10 x 10% 13 x 10° 16 x 10° und 20 x 10° Spermien pro Besamungs-
portion). Die NRR zeigten keinen dosisabhangigen Effekt (70%, 72%, 73% und
71,5%).

Viele Untersuchungen haben sich in den letzten Jahren mit dem Einfluss hoher
Verdunnungen, insbesondere bei geschlechtsspezifisch differenziertem Sper-
ma, auf den Besamungserfolg beschaftigt. SCHENK ET AL. (2009) untersuchten
die Trachtigkeitsraten bei einer kleinen Gruppe (n = 57) laktierender Kihe, bei
denen gesextes Sperma mit Konzentrationen von 2 x 10° und 10 x 10° pro Be-
samungsdosis zum Einsatz kam. Es wurden keine signifikanten Unterschiede
im Besamungserfolg aufgezeigt (40,5% vs. 43,9%), was von DEJARNETTE ET AL.
(2008) bestatigt wurde. Letztere untersuchten den Besamungserfolg von drei
Bullen, von denen geschlechtsspezifisch differenziertes Sperma unterschiedli-
cher Konzentrationen bei Farsen und Kithen zum Einsatz kam (2,1 x 10°, 3,5 x
10° und 5,0 x 10° Spermien/Besamungsdosis). Dabei konnte bei zwei der drei
Bullen ein dosisabhangiger Effekt festgestellt werden, da bei Erhéhung der
Spermienkonzentration von 2,1 x 10° auf 3,5 x 10° Spermien pro Besamungs-

dosis ein um 5% bzw. um 10% besseres Trachtigkeitsergebnis erzielt werden
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konnte. Die Trachtigkeitsraten bei Kihen zeigten keinen dosisabhangigen Be-
fruchtungs- oder Bulleneffekt (DEJARNETTE ET AL., 2008). In einem weiteren Ver-
such untersuchte DEJARNETTE ET AL. (2010) die Fruchtbarkeitsraten mit 2,1 x 10°
und 3,5 x 10° geschlechtsspezifisch differenzierten Spermien pro Besamungs-
portion von sieben leistungsgepruften Bullen. Bei sechs von sieben Bullen
konnte kein dosisabhangiger Effekt auf die Trachtigkeitsrate festgestellt werden.
Im Durchschnitt lagen die Trachtigkeitsraten in jenen Versuchen mit 2,1 x 108
Spermien bei 43,9% und mit 3,5 x 10° Spermien bei 45,7%. Weiterhin verglich
die Arbeitsgruppe in einer neuen Studie den Befruchtungserfolg zweier Besa-
mungsgruppen (2,1 x 10° und 10 x 10° Spermien/Besamungsportion) ge-
schlechtsdifferenzierter Spermien mit zwei Gruppen konventionellen, nicht sor-
tierten Spermas gleicher Dichte. Dabei erzielten Portionen mit 2 x 10° (n =
2319) und 10 x 10° (n = 2279) konventionellen Spermien mit 55% und 60%
héhere Trachtigkeitsraten als Portionen mit 2 x 10° (n = 2282) und 10 x 10° (n =
2292) gesexten Spermien, die lediglich Trachtigkeitsraten von 38% und 44%
erreichten. Innerhalb der Gruppen waren die Besamungsportionen mit 10 x 10°
Spermien den Portionen mit 2,1 x 10° Spermien Uberlegen. Die Studie zeigte
interessanterweise, dass die Auswirkungen des Sortierprozesses und nicht die
Verdinnung den hauptsachlichen Effekt auf eine Reduzierung der Fruchtbarkeit
hatten (DEJARNETTE ET AL., 2011). SEIDEL UND SCHENK (2008) zeigten in ihren
Versuchen bei 719 Besamungen, dass der Einsatz von 1,5 x 10° und 6 x 10°
Spermien pro Besamung zu vergleichbaren Trachtigkeitsraten fuhrt. Eine wei-
tere Reduzierung auf 1 x 10° Spermien filhrt hingegen zu einem verringerten
Befruchtungserfolg. Die unterschiedlichen Versuchsergebnisse lassen vermu-
ten, dass weitere, wahrscheinlich nicht erkennbare Effekte, das Befruchtungs-
ergebnis deutlich beeinflussen, was u.a. auf epigenetische Effekte wahrend der

Embryonalentwicklung zurtckzufuhren sein konnte (BERRY ETAL., 2011).

2.5 Intrauterine und intracornuale Besamung

In den Anfangen der KB beim Rind wurde mit Hilfe eines Spekulums das Ejaku-
lat in die Offnung des kaudalen Gebarmutterhalses abgesetzt (BuscH, 2007).

1940 wurde die instrumentelle Samenubertragung revolutioniert. Mit der bis
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heute verwendete Methode der Samenubertragung wird unter rektaler Kontrolle
der Besamungskatheter intrauterin eingefuhrt und das Ejakulat abgesetzt

(SALISBURY UND VANDENMARK, 1951).

Mehrere Autoren widmeten sich der Fragestellung, ob mit der Deponierung des
Inseminates naher am Ort der Befruchtung eine hohere Trachtigkeitsrate zu
erzielen sei. Dabei zeigte sich zunachst, dass kein signifikanter Unterschied bei
den NRR nach intrazervikaler, intrauteriner und intracornualer Besamung fest-
gestellt werden konnte (SALISBURY UND VANDENMARK, 1951; KNIGHT ET AL.,
1951). Die Arbeitsgruppe MCKENNA ET AL. (1990) zeigte anhand von Feldstudien
eine Trachtigkeitsrate von 70,8% bei Milchkihen (n = 2195), die intracornual
besamt wurden, und eine vergleichbare Trachtigkeitsrate von 69,5% bei Tieren
(n = 2428), die intrauterin besamt wurden (MCKENNA ET AL., 1990). Versuchser-
gebnisse, bei denen Spermiendosen von 2 x 10° Spermien im Uteruskorper-
alternativ in der Hornspitze oder aber in der Hornmitte platziert wurden, zeigten
keine hdheren Trachtigkeitsraten (41,8% vs. 49,1% vs. 39,3%) (KURYKIN ET AL.,
2007). Zudem war kein signifikanter dosisabhangiger Effekt (p>0,05) nach in-
tracornualer Besamung von 2 x 10° Spermien und 40 x 10° Spermien auf die
Trachtigkeitsraten (68% vs. 56,9%) von Milchkihen zu verzeichnen (KURYKIN ET
AL., 2003; KURYKIN ET AL., 2007). Ahnliche Ergebnisse waren in zwei Feldver-
suchen an Kuhen von der Arbeitsgruppe MOMONT ET AL. (1989) zu sehen, die
den Einfluss der intracornualen Besamung auf die Fruchtbarkeit testeten. Dabei
wurden die Kiihe in zwei Gruppen eingeteilt und ipsi- sowie contralateral zum
dominanten Follikel besamt. 59% der Tiere, die ipsilateral besamt wurden, wur-
den tragend, 60% der Tiere, die contralateral besamt wurden. Daraus wurde
geschlossen, dass die Platzierung des Spermas in nur ein Horn keine Beein-
trachtigungen, aber auch keine Verbesserungen der Fruchtbarkeitsrate mit sich
brachte (MOMONT ET AL., 1989). Gegensatzliche Ergebnisse beschrieb LOPEz-
GATIUS (1996), der 1.686 Kuhe tief-intrauterin besamte. Bei 867 Tieren wurde
der Samen ipsilateral zum dominanten Follikel im Uterushorn abgelegt, bei den
ubrigen 810 Tieren erfolgte eine contralaterale Besamung. Die Ergebnisse zeig-
ten, dass die ipsilaterale Besamung zu deutlich hoheren Trachtigkeits-
ergebnissen flhrte (46,6% vs. 35,7%). Untersuchungen von WILLIAMS ET AL.

(1988) zeigten eine Verbesserung der Fruchtbarkeit bei intracornualer Be-
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samung im Vergleich zur zervikalen Samenablage. Es wurden 2.127 Kuhe der
Rasse Holstein und Jersey intrauterin oder intracornual besamt. Die intrauterine
Besamung erzielte eine Trachtigkeitsrate von 39,4%, die intracornuale Samen-
ablage der Spermien flhrte zu einer Trachtigkeitsrate von 49,3% (WILLIAMS ET
AL., 1988). Die Arbeitsgruppe SENGER ET AL. (1988) fuhrte 4178 Besamungen
bei Milchkihen mit erfahrenen Technikern durch. Dabei wurden 44,7% der
Klhe tragend, wenn sie intrauterin besamt wurden und 64,4% der Kiihe wenn
die Spermienablage intracornual erfolgte. SENGER ET AL. (1988) fanden heraus,
dass bei korrekter Platzierung der Besamungspipette in eines der beiden
Uterushorner fast 20% hohere Trachtigkeitsraten zu erzielen sind (n = 4178 Ku-
he). Auch LoOPEZ-GATIUS UND CAMON-URGEL (1988) zeigten bei 344 laktierenden
Kihen eine 10%ige Uberlegenheit der unilateralen Besamung in die kraniale

Halfte des Gebarmutterhorns gegenuber der Insemination in den Uteruskorper.

Eine speziell entwickeltes Besamungsgerat zur tief-intrauterinen Besamung ist
der ,Ghent Katheter®, der die Besamung nahe der uterotubalen Verbindung
mittels einer flexiblen Besamungspipette, die sich der Gebarmutterkrimmung
anpasst (VERBERCKMOES ET AL., 2004), ermoglicht. Ein Vergleich dieser Methode
mit der Samenablage im Uteruskoérper erbrachte aber keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Trachtigkeitsraten. Auch eine Reduzierung der
Samendosis von 10-15 x 10° auf 8, 4, oder 2 x 10° Spermien fiihrte nicht zur
Veranderung der Trachtigkeitsrate bei der Besamung in die Uterushornspitze

gegenuber der konventionellen Besamung (VERBERCKMOES ET AL., 2005).

2.6 Spermien- und Gametentransfer in den Eileiter

Eine Funktion des Eileiters ist es, flr den Transport der Gameten in die korrekte
Richtung zu sorgen (ELLINGTON, 1991). Dieser erfolgt durch Kontraktion des
Myometriums, der Schleimhautfalten, durch FlUssigkeitsstrome, durch die Zi-
lienaktivitat und der Eigendynamik der Spermatozoen (YANIZ ET AL., 2000). Wah-
rend die Transportbewegung flr Spermien zunachst Richtung Eileiterampulle
ausgerichtet ist, erfolgt nach der Befruchtung der Transport des frihen Embryos

in die entgegengesetzte Richtung (YANIZ ET AL., 2000; BESENFELDER ET AL.,
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2010). 1959 berichtete Bjorkman uUber die Veranderungen der Morphologie des
Eileiterepithels im Zyklusverlauf. In der lutealen Phase ist das Epithel von Zell-
vorwdlbungen gepragt, wobei das Epithel in der follikularen Phase glatt er-
scheint. Die Mikrovilli nehmen in der follikularen Phase eine lange und diinne
Gestalt an. In der lutealen Phase erscheinen sie flacher und stumpfer und sind
in ihrer Anzahl vermindert. Wahrend das Epithel in der Lutealphase kompakt
vorliegt, ist es in der follikularen Phase durch Flussigkeitsansammlungen ge-
weitet und 6dematds (BJORKMAN, 1959). Fir den Transport der Spermatozoen
durch die Mukosafalten des Eileiters ist die hyperaktivierte Bewegung unab-
dingbar. Dabei spielt die Kombination aus Chemotaxis und Thermotaxis eine
Rolle. Beim Kaninchen wurde eine Temperaturdifferenz von 2°C zwischen dem
Isthmus und der Ampulle nachgewiesen. Es wird vermutet, dass die Spermien
aus dem Reservoir auf die warmere Ampulle zu schwimmen (HUNTER, 2010).
Weiterhin kdnnen chemotaktische Signale der Eizelle auf die Motilitat der
Spermien wirken, was wiederum eng mit der Kapazitation verknulpft ist. Zu be-
rucksichtigen ist, dass es sich um einen geregelten Spermientransport handelt,
der sicherstellt, dass nur funktionsfahige Spermien die ovulierte Eizelle errei-

chen (TOPFER-PETERSEN, 2007).

VAZQUEZ ET AL. (2008) fuhrten die Besamung beim Schwein laparoskopisch in
dem Eileiter durch und erzielten damit gute Trachtigkeitsraten mit einer Besa-
mungsdosis von 0,3 x 10° geschlechtsdifferenzierten Spermien. 1954 wurde
erstmals die intraperitoneale Besamung beim Rind durchgefiihrt. SKJERVEN
(1954) durchdrang dabei mit einer Kanule das obere Scheidengewélbe und de-
ponierte Samen auf das rektal herangefuhrte Ovar einer brunstigen Farse. Die
Besamungsmethode fuhrte zu einer positiv verlaufenden Trachtigkeit
(SKJERVEN, 1954). Eine neuere Studie zur intraperitonealen Besamung von Rin-
dern, die zuvor konventionell mindestens sechsmal erfolglos inseminiert wur-
den, fuhrte zu einer Trachtigkeitsrate von 14,6%. Das ausgewahlte Tiermaterial
wies bei voriger rektaler Untersuchung keinerlei pathologische Befunde auf und

zeigte normale Brunstzyklen (LOPEZ-GATIUS, 1995).

Der Eileiter des Rindes ist zur Ubertragung von Gameten bzw. der Spiilung frii-

her Embryonalstadien bislang nur auf chirurgischem oder minimal-invasivem
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Weg zuganglich gewesen (BESENFELDER UND BREM, 1998). JILLELLAET AL. (1977)
ubertrugen zwei in vitro erzeugte bovine Embryonen im 16- bis 32-Zellstadium
chirurgisch mittels einer Kanule, die Uber die Flanke des Empfangertieres in
den Uterus eingefihrt wurde. Daraus resultierte die Geburt eines Kalbes.
SIRARD UND LAMBERT (1986) Ubertrugen 27 in vitro gereifte Embryonen im
Zellstadium zwei bis acht chirurgisch in den Eileiter. Keines der 13 Empfanger-
tiere wurde tragend. Nach einer vorherigen Reifung der befruchteten Eizellen im
Eileiter der Maus und der darauffolgenden direkten Ubertragung in den Uterus
der Rinder wurden sechs von 14 Tieren tragend (SIRARD UND LAMBERT, 1986).
FAYRER-HOSKEN ET AL. (1989) Ubertrugen bovine Embryonen mit Hilfe eines
Bronchoskopes Uber die rechte paralumbale Fossa auf vier Empfangertiere,

woraus eine Trachtigkeit resultierte.

BESENFELDER UND BREM (1998) entwickelten eine neue Methode der transvagi-
nalen minimal invasiven endoskopischen Ubertragung von Embryonen in den
Eileiter beim Rind. Dabei wird das Endoskop mit Hilfe einer Metallhllse in die
Vagina eingefuhrt. Unter rektaler Kontrolle wird das Ovar mit zwei Fingern fixiert
und vor dem Endoskop positioniert. Mit einer Glaskapillare, die Uber den Ar-
beitskanal des Endoskops eingefihrt und durch das obere Scheidendach ge-
stochen wird, werden die Embryonen Uber das Infundibulum in die Ampulla des
Eileiters Ubertragen. In einem ersten Versuch wurden 26 Embryonen auf 24
Empfangertiere Ubertragen, wovon neun Tiere tragend wurden (BESENFELDER
UND BREM, 1998). WETSCHER ET AL. (2005) machten sich diese Methode zu
Nutze und verglichen die Entwicklung von in vivo und in vitro gereiften Eizellen
und Blastozysten. Dabei Ubertrugen sie mit der von BESENFELDER UND BREM
(1998) entwickelten Methode in vitro gereifte Eizellen und kapazitierte Spermien
in den Eileiter. Es wurden 351 Embryonen von zuvor 514 Ubertragenen Eizellen

zuruckgespult.

GROSSFELD ET AL. (2011A) entwickelten eine nicht-chirurgische Methode der
Ubertragung von Spermien in den Eileiter, den sogenannten ,Sperm-Intra-
Fallopian-Transfer* (SIFT®). Mit einem speziell entwickelten Katheter werden
dabei Spermien direkt in den Eileiter ipsilateral zum dominanten Follikel Gber-

tragen. Bei 24 zuvor synchronisierten Milchkihen wurden in einem ersten Ver-
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such 10°in Andromed™ verdiinnte und kryokonservierte Spermien in den Eilei-
ter Ubertragen. An Tag 7 wurden bei sieben Kihen insgesamt vier Embryonen
gespult. Die restlichen 17 Tiere wurden nach 28-30 Tagen einem Trachtig-

keitsultraschall unterzogen. Sieben Tiere waren tragend (41,2%).

In einem Feldversuch wurden auf 93 spontan ovulierende Milchkihe 0,85 -
1,1 x 10° Spermien zweier leistungsgeprufter Bullen in den Eileiter Gbertragen.
Die Trachtigkeitsrate flr den Bullen A lag in allen Gruppen bei 30%, die fur den
Bullen B bei 15,2%. In der Kontrollgruppe wurden 22,9% der Tiere, die mit 15 x
10° Spermien des Bullen A konventionell besamt wurden, tragend. Bulle B er-
zielte in der Kontrollgruppe eine Trachtigkeitsrate von 35,4%. Die Ergebnisse
zeigten einen bullenindividuellen Effekt durch die Verwendung gering dosierter

Besamungsportionen (GROSSFELD ET AL., 2011B).
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3 Material und Methoden

Die neue in der Entwicklungsphase befindliche Ubertragungsmethode fiir
Spermien SIFT® erméglicht es, Spermien nicht chirurgisch direkt in den Eileiter
zu Ubertragen. Hierbei ist die Reduzierung des Volumens der Besamungs-
portion von 230 ul auf 30-50 pl eine notwendige Voraussetzung, um das Sper-
mien/Volumenmengenverhaltnis der Ublichen Dosierung beizubehalten. Vor-
studien der Arbeitsgruppe zeigten, dass das maximale Volumen, welches bei
einer Ubertragung in den Eileiter verwendet werden kann, 50 pl nicht Uber-
schreiten sollte (GROSSFELD ET AL., 2011B). Ziel der Arbeit war es daher, grund-
legende Aspekte der Tiefgefrierung von Spermien in kleinen Volumina zu be-
arbeiten, um die Praxistauglichkeit von SIFT® zu Uberprufen. Abbildung 1 gibt

einen Uberblick tiber den Ablauf dieser Arbeit.

Versuch 1: Im ersten Teil der Arbeit wurde einer neuer Straw zur Kryokonservie-
rung minimal dosierter Spermaportionen konfektioniert (Nanostraw) und durch

Screeningversuche ein angepasstes Kryokonservierungsprotokoll entwickelt.

Versuch 2: Der Hauptversuch diente der Uberpriifung des ausgewanhlten Kryo-
konservierungsprotokolls und der Konfektionierung des Nanostraws aus Ver-
such 1. Dabei wurden die Spermien nach dem Auftauen unter Laborbedingun-

gen auf ihre Lebensfahigkeit getestet.

Versuch 3: Da sich die Besamungsmethode SIFT® noch in einem Entwick-
lungsstadium befindet wurden bis jetzt nur Besamungen an Kihen mit konven-
tionell kryokonserviertem Sperma durchgefuhrt (GROSSFELD ET AL., 2011B). Der
erste Besamungsversuch diente der Weiterentwicklung von SIFT® durch den
Einsatz von geschlechtsspezifisch differenziertem Frischsamen bei Farsen und

Kuhen.

Versuch 4: Um die aus Versuch 2 unter Laborbedingungen erhobenen Daten
auf ihre Praxistauglichkeit hin zu Uberprifen wurde ein zweiter Besamungsver-

such mit den TG-Spermien aus dem Nanostraw durchgefuhrt.
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Entwicklung Nanostraw Versuch 1: Screeningversuche
zur Entwicklung eines angepass-
—  Entwicklung Gefrierprotokoll ten Kryokonservierungsprotokolls
mit einer volumenreduzierten
Spermaportion im Nanostraw

Labor-
versuche

Qualitdtsanalyse nach Tiefge- Versuch 2: Qualitétsiiberpriifung

frierung der in Versuch 1 entwickelten
Kiihlkurve und der tiefgefrorenen
Spermien im Nanostraw mittels
etablierter Laborverfahren

TG-Samen Verst{ch 3:
— SIFT® mit Frisch-

samen (gesext)
Besamungs-
B » SIFT®

versuche —_— .
Frischsamen Versuch 4:

Besamungsversuch
L (gesext h
(g ) SIFT® TG-Sperma

Abbildung 1: Ubersicht iiber den Versuchsablauf.

3.1 Wiederkehrende Arbeitsschritte

3.1.1 Samengewinnung

Das Sperma wurde von fruchtbarkeitsgetesteten Besamungsbullen der Rasse
Holstein Friesian durch erfahrene Techniker mittels kinstlicher Vagina gewon-
nen. Die Bullen wurden zweimal wochentlich abgesamt und die Ejakulate in das
benachbarte Labor transportiert. Alle Bullen sind in der Besamungsstation der
Masterrind, Verden, unter einheitlichen Bedingungen wahrend des Versuchs-

zeitraums, gehalten worden (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Geburtsjahr, Gesamtzuchtwert (RZG), Relativzuchtwert Milch (RZM), Relativ-
zuchtwert Exterieur (RZE), Relativzuchtwert Nutzungsdauer (RZN) und Relativzuchtwert
Kalbeverlauf (KV) der in den Versuchen eingesetzten Bullen

Versuch
Bulle | Geburtsjahr RZG RZM RZE RZN KV 11234
A 2009 136 115 124 125 114 X X
B 2005 119 110 111 110 113 X X
C 2008 143 133 123 123 109 X X
D 2004 112 113 113 106 114 X X

3.1.2 Eingangsuntersuchung

Unmittelbar nach der Samengewinnung wurde die Dichte der Ejakulate mittels
Coulter Counter® (Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland) bestimmt. Zudem
wurde direkt nach der Gewinnung eine Beurteilung der Motilitdt und der Mas-
senbewegung im Phasenkontrastmikroskop bei 200-facher Vergrof3erung
durchgefuhrt. Ejakulate mit einer Anfangsmotilitat von <70% wurden von weite-
ren Untersuchungen ausgeschlossen.

Aus einem Anteil des nativen Ejakulats wurde ein Aliquot von 1 ml durch die
Verdiinnung mit Sexcess®-Sample (s. Kapitel 9.2) auf eine Konzentration von
100 x 10° Spermien/ml fiir den Sortierprozess im Flowzytometer fur den Ver-
such 3 eingestellt.

Ein weiterer Anteil des Ejakulates wurde mit dem Tiefgefrierverdinner
Sexcess® |, dem ersten nicht glyzerinhaltigen Teil des zweiphasigen Tiefgefrier-
verdiinners Sexcess® (Masterrind GmbH, Verden, Deutschland), auf 50 x 10°
Spermien/ml in einem 10 ml Réhrchen verdunnt (Versuche 1, 2 und 4).

Nach Eintreffen des verdinnten Ejakulates in Mariensee wurden mit Hilfe des
computerassistierten  Spermaanalysegerates (CASA; Hamilton Thorne
Biosciences, Version 12 IVOS, Hamilton Thorne Biosciences, Berverly, USA)
die in Kapitel 2.2.1 beschriebenen Motilitatsparameter bestimmt. AnschlielRend

erfolgte eine flowzytometrische Untersuchung der Spermienmembranen mit
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einem FACS-Gerdt (FACScan®, Becton Dickinson Bioscience, Heidelberg,
Deutschland). Bei der flowzytometrischen Untersuchung wurde eine
SYBR14/Propidiumjodid (PI)-Farbung fur die in eidotterhaltigem Medium ver-
dinnten Spermien angewendet (s. Kapitel 2.2.3). Zudem wurde der prozentuale
Anteil morphologisch intakter Spermien mit einem Phasenkontrastmikroskop bei
1000-facher VergréBerung unter Ol ermittelt. Es wurden jeweils 200 Zellen ge-
zahlt. Die Proben wurden hierzu in Hancock-L6sung fixiert und ausgezahlt (s.
Kapitel 2.2.2).

3.1.3 Thermoresistenztest

Um die Uberlebensfahigkeit der Spermien unter Temperaturbedingungen, die
denen des weiblichen Genitaltraktes beim Rind ahnlich sind, festzustellen, und
um Rickschlisse auf die Qualitat des Ejakulates zu ziehen, wurde in dem Ver-
such 2 ein Thermoresistenztest Uber sechs Stunden bei 37°C durchgefuhrt
(MULLER, 2000).

Fir die Versuche 1 und 2 wurden etwa 10 tiefgefrorene Portionen aus den Na-
nostraws (s. Kapitel 3.1.8) flir 60 Sekunden bei Raumtemperatur aufgetaut und
in einem vorgewarmten 1,5 ml Eppendorfgefall gepoolt, um Variationen inner-
halb verschiedener Pailletten eines Ejakulates auszugleichen. Der Kontrollstraw
(160 - 250 pl) wurde 20 Sekunden in einem Wasserbad bei 37°C aufgetaut und
in ein vorgewarmtes 1,5 ml Eppendorfgefall geflllt. Um eine gleichmaRige
Temperaturanpassung zu gewahrleisten, wurden die Proben zunachst 10 Minu-
ten bei 37°C auf dem Warmeblock gelagert. Nach dieser Anpassungsphase
erfolgte die erste Bestimmung der spermatologischen Eigenschaften. Die ver-
bliebenen Proben wurden bei 37°C weiter inkubiert und die Qualitatsparameter
Motilitdt, Morphologie und Membranintegritat, wie in den folgenden Kapiteln

beschrieben, nach drei- und sechsstlindiger Lagerung erneut gemessen.
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3.1.4 Motilitdtsanalyse

Die Motilitatsanalyse wurde mit einem IVOS-Spermaanalyse-System (Hamilton
Thorne Biosciences, Beverly, Ma, USA) durchgeflihrt. Die gewahlten Parame-
tereinstellungen befinden sich im Anhang unter Kapitel 9.3. Messungen von in
eidotterhaltigem Medium verdinnten Spermienproben wurden anhand einer
Fluoreszenzmessung mit dem CASA-System nach Anregung mit einer Halo-
gen-Lichtquelle durchgefihrt. Fir die Messung des Anteils motiler Spermien
wurden diese mit Hoechst 33342 (3 ul /ml) angefarbt. Der Farbstoff bindet an
die DNA und die Spermienkdpfe kdnnen somit durch die Fluoreszenzmessung
von den Eidotterpartikeln differenziert werden. Zur zuverlassigen Beurteilung
der Motilitatsparameter wurden auf 10 Feldern insgesamt 400-800 Zellen pro
Messung ausgewertet. Hierzu wurden jeweils 10 pl der zu untersuchenden Pro-
ben in eine Makler-Kammer (SEFI Medical Instruments, Haifa, Israel) gegeben
und jeweils 60 Bilder von 10 Feldern analysiert. Die Temperatur des Probenti-

sches wurde auf 37°C eingestellt.

3.1.5 Morphologische Untersuchung

Fir die morphologische Untersuchung wurden 10 pl Sperma mit 10 ml Hancock
Medium (s. Kapitel 9.2) fixiert und unter einem Phasenkontrastmikroskop
(Olympus BX 60, Hamburg, Deutschland) bei 1.000-facher Vergréfierung mit
Olimmersion analysiert. Fiir Auswertung wurden jeweils 200 Spermien ausge-
zahlt. Fur die primaren, sekundaren und tertidren Veranderungen wurde jeweils

zwischen folgenden Abweichungen unterschieden:

Wurden bei einem Spermium mehrere morphologische Veranderungen festge-
stellt, erfolgte die Einteilung hierarchisch nach primarer, sekundarer oder tertia-

rer Genese.

In der weiteren Darstellung wurden die morphologisch intakten Spermien in
zwei Klassen eingeteilt. Die erste Klasse beinhaltet die Spermien mit morpholo-
gisch intaktem Akrosom. Diese schliel3t alle Zellen ein, bei denen die Kopfkap-
pen, unabhangig von der morphologischen Beschaffenheit der Ubrigen Zelle,
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sich nicht im Zustand ,abgeldst®, ,in Ablosung®, ,geschwollen® oder ,deformiert*
befanden. Die zweite Klasse steht fur alle morphologisch unveranderten Sper-
mien und beschreibt samtliche Zellen, bei denen keinerlei Abweichungen der

Spermienmorphologie ermittelt wurden (s. Kapitel 2.2.2).

3.1.6 Durchflusszytometrische Untersuchungen

Samtliche durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden mit einem
FACScan® Durchflusszytometer (Becton Dickinson Bioscience, Heidelberg,
Deutschland) durchgefihrt. Der luftgekihlte Argon-Laser arbeitet mit einer Wel-
lenlange von 488 nm und einer Leistung von 15 mW. Bei jeder Messung wer-
den 10.000 Zellen ausgezahlt. Zur Messung der Emission wurden ein Filter FL-
1 (530/30 nm) des FACScan® fiir die Grinfluoreszenz, ein Filter FL-2 (585/42
nm) fur die Orangefluoreszenz und ein Filter FL-3 (650LP nm) flir die Rotfluo-
reszenz eingesetzt. Jede Messung wurde zudem wiederholt. Die fur die Daten-
erfassung eingestellten Gerateparameter sind im Anhang unter Kapitel 9.4 auf-
geflhrt.

Die Auswertung der erfassten Daten erfolgte mit der Software FCS Express,

Version 3.0 (DeNovo Software, Thornhill, Ontario, Kanada).

Sybr14/Pl-Farbung

Im Thermoresistenztest wurde flr die durchflusszytometrische Analyse der
Membranintegritat das aus zwei Komponenten bestehende LIVE/DEAD® Sperm
Viability Kit (L-7011, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) verwendet. Komponen-
te A ist der Farbstoff SYBR®14, Komponente B besteht aus dem Farbstoff
Propidiumjodid (Pl).

Die Probenanalyse erfolgte in Anlehnung an das Protokoll von GARNER ET AL.
(1994). Hierzu wurden die Proben aus Spermiensuspension und TRIS-Sample

mit einem Gesamtvolumen von 500 ul sowie einer Spermienkonzentration von
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1 x 10° Spermien/ml erstellt. Zu den Proben wurden jeweils 3 pl einer ver-
diinnten SYBR®14 Stammlésung (1mM in DMSO) gegeben und 10 Minuten bei
37°C inkubiert. Die SYBR®14-Stammlésung wurde im Verhaltnis 1:10 mit Phos-
phat gepufferten Salzen (PBS) verdinnt. AnschlieRend wurden 3 pl Pl hinzuge-
geben und die Losung 10 Minuten bei Raumtemperatur dunkel gelagert. Da-

nach erfolgte die Messung im Durchflusszytometer (GARNER ETAL. 1994).

SYBR®14 ist ein membrangangiger Fluoreszenzfarbstoff im griinen Wellenbe-
reich, der die DNA der Spermien, unabhangig vom funktionellen Zustand der
Membran, anfarbt. Der rotfluoreszierende Farbstoff Propidiumjodid hingegen
penetriert lediglich Spermien mit geschadigter Plasmamembran. Er bindet an
die DNA und Uberlagert dabei den FarbstoffSYBR®14. Spermien mit einer intak-
ten Plasmamembran sind griinfluoreszierend (SYBR®14- positiv), jene mit einer
geschadigten Membran sind Pl-positiv und emittieren Licht im roten Wellenbe-
reich. Membrandefekte Spermien, bei denen die Pl-Farbung den Farbstoff
SYBR®14 nicht vollstandig Uberlagert, emittieren sowohl Licht im grunen als
auch im roten Bereich. Sie werden zu den Spermien mit geschadigter Plasma-

membran gezahlt (GARNER ET AL. 1994).

Fir die flowzytometrische Analyse wurden nicht fluoreszierende Partikel, wie
z.B. die aus dem Verdinner stammenden Eidotterpartikel, aus der Berechnung

ausgeschlossen.

3.1.7 Sperm Intra Fallopian Transfer (SIFT®)

Bei der endoskopischen Besamung SIFT® wurde ein Videoendoskop (EG-1840)
der Firma Pentax (Hamburg) verwendet. Das flexible Endoskop mit ab-
winkelbarer Spitze war mit zwei Lichtkanalen, einer Kamera und einem Arbeits-
kanal ausgestattet. Die visuelle Ubertragung erfolgte tUber einen Monitor. Per
Knopfdruck konnten Uber den Arbeitskanal Luft insuffliert und die Optik gespult

werden.
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Besamungsvorgang

Die Ubertragung der Besamungsportion erfolgte endoskopisch an der fixierten
Kuh. Zunachst wurde mittels rektaler Ultraschalluntersuchung (Easy-scan, BCF
Technology) der dominante Follikel bestimmt. Unter rektaler Kontrolle wurde
dann von einer Person ein Fuhrungsrohr aus Edelstahl fur das Endoskop in die
Zervix eingeflhrt. Das Fuhrungsrohr wurde neu entwickelt und an den Durch-
messer des Endoskops angepasst. Letzteres wurde anschlieRend von einer
zweiten Person in die Gebarmutter eingefiihrt. Uber einen Videochip am vorde-
ren Ende des Endoskops lief3 sich die Position im Uterus am Monitor darstellen.
Uber Sichtkontrolle wurde das Endoskop ipsilateral zum dominanten Follikel bis
zur uterotubalen Verbindung vorgeschoben. Durch den Arbeitskanal des Endo-
skops wurde daraufhin ein in der Arbeitsgruppe entwickelter Kunststoffschlauch

aus Polytetrafluoroethylen (PTFE) inklusive eines Innenkatheters, die so ge-

nannte SIFT®-Sonde (s. Abbildung 2) mit einem Durchmesser von 0,4 mm ein-
gefuhrt.

Abbildung 2: Besamungskatheter (SIFT® - Sonde).
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Das Inseminatvolumen von 20-40 ul (0,5 bis 1 x 10° Samenzellen/Straw) wurde
zuvor in die Schlauchspitze des Innenkatheters aufgesogen (Abbildung 3).
Durch die Sichtkontrolle wurde der Eingang des Eileiters fokussiert und der Ka-
theter bzw. dessen Innenkatheter in den vorderen Teil des Eileiters vorgescho-

ben. Mittels luftgeflllter Spritze erfolgte die Entleerung der Spermasuspension

in den Eileiter.

Abbildung 3: Aufsaugen des Inseminatvolumens in den Innenkatheter.

Die Abbildung 4 beschreibt den Weg des Endoskops und zeigt die Bilder der

Offnung der Zervix, der Bifurkation und des Eileitereingangs.

43



Material und Methoden

‘3
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1. Zervix 2. Bifurkation 3. Uterotubale Verbindung

Abbildung 4: Graphische Darstellung der einzelnen Schritte des Besamungsvor-
gangs SIFT® anhand von endoskopischen Aufnahmen der Zervix, Bifurkation und
der uterotubalen Verbindung im Uterus (THOMSON, 2011).

3.1.8 Entwicklung eines Nanostraws und dessen Handhabung

Im Nanostraw wurden ca. 20 ul einer Spermasuspension mit einer Dichte von
500.000 Samenzellen kryokonserviert. Dies entsprach einer Dichte von ca.
50 x 10° Spermien/ml. Die Befiillung des Nanostraws erfolgte iiber den Sog ei-
ner Spritze mit Kantle. Jeder Nanostraw wurde zusatzlich mit einer 0,5 ml Pail-
lette (Minitib, Tiefenbach, Deutschland; IMV, L Aigle, Frankreich) Uberzogen,
um durch seine volumenabhangigen Puffereigenschaften eine stabile Einfrier-
kurve zu gewahrleisten (Abbildung 5). Der sich in der Paillette befindliche Na-
nostraw wurde mit einem Ultraseal 21TM (Minittib, Tiefenbach, Deutschland)
verschlossen. Dabei wurde der Nanostraw mit der handelsiblichen Paillette
verschweilt. Zur Kontrolle erfolgte die zusatzliche Abfullung des endverdunnten

Spermas in einer 0,25 ml-Paillette (Minitib, Tiefenbach, Deutschland; IMV,
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L"Aigle, Frankreich). Die Proben wurden mittels der Einfriermaschine ,lce Cube

14 S* (Minitlb, Tiefenbach, Deutschland) eingefroren und zur Lagerung in flis-
sigen Stickstoff (LNy) Gberfuhrt.

Abbildung 5: Darstellung des Nanostraws in seinen Einzelbestandteilen, dem Innenka-
theter sowie der Endversion in der ein handelsiiblicher Straw zum Schutz vor Tempera-
turschwankungen und zur besseren Kennzeichnung liber den Innenkatheter gezogen
wird (siehe oben im Bild). Zum GréRBenvergleich ist eine handelsiibliche Wascheklammer
dargestellt.

3.1.9 Sperma-Sexing

Die geschlechtsspezifische Differenzierung der Spermien erfolgte in Anlehnung
an die von KLINC UND RATH (2007) beschriebene Sortiermethode. Da das
Sperm-Sexing in der Arbeit von MONCH-TEGEDER (2011) bereits ausfuhrlich be-
schrieben wurde, wird hier lediglich eine grobe Zusammenfassung des Ablaufs
dargestellt.

Nach dem Sortierprotokoll Sexcess®(Sx) wurden Teile des nativen Ejakulats mit
einem ,TRIS-Verdiinner* auf eine Konzentration von 100 x 10° Spermien/ml
eingestellt. Danach wurde eine Halfte der Proben mit 20 pl, und die andere
Halfte mit 25 pl einer 8,9 mM Hoechst 33342-L6sung (BisBenzimide H33342,
Tri-hydrochloride, Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen, Deutschland) versetzt
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(MONCH-TEGEDER, 2011). Die, wie unter Kapitel 3.1.2. untersuchten, gefarbten
und hochverdinnten Samenproben wurden unmittelbar vor dem Sortieren
durch ein 51 um Zellenmikrosieb (Falcon Becton Dickinson und Company,
Franklin Lakes, USA) gegeben und in ein Flow-Rdhrchen Uberfihrt, um zu ver-
hindern, dass groRere Partikel der Samenprobe die Stromungsverhaltnisse im
Flowzytometer behindern. AnschlieRend wurde 1 pl Lebensmittelfarbstoff
FD&C#40 (Warner Jenkinson Company Inc., St. Louis, MO, USA) zu den
Spermien pipettiert, um die membrangeschadigten Spermien vor dem Sortier-
vorgang zu differenzieren. Der Sortierprozess erfolgte mit einem modifizierten
High-Speed-Flowzytometer MoFlo (Beckmann-Coulter, USA). Dieses arbeitet
bei einer Wellenlange von 351 nm und einer Leistung von 180 mW (MONCH-
TEGEDER, 2011). Als Medium fur den Hullstrom wurde eine TRIS-basierte Salz-
l6sung verwendet. Pro Sortiervorgang wurden 7,0 x 10° Spermien jeden Ge-
schlechts in konischen 10 ml Kunststoffrohrchen mit einem Durchmesser von 8
mm aufgefangen, die zuvor mit 500 pl TEST-TRIS-Eigelb Puffer befillt wurden
(JOHNSON ETAL., 1999).

Das sortierte Sperma wurde direkt nach dem Sortierprozess zentrifugiert, auf

12°C abgekuhlt und fur die in Kapitel 3.4 beschriebenen Versuche bereitgestellt.
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3.2 Versuch 1. Screeningversuche zur Entwicklung eines angepassten
Kryokonservierungsprotokolls mit einer volumen-reduzierten

Spermaportion im Nanostraw

Zielsetzung der Untersuchung war die Entwicklung eines Tiefgefrierverfahrens
fur gering dosierte Verpackungssysteme mit einem Volumen bis 50 ul. Dabei
sollten vergleichbare Auftauqualitaten Ublicher Besamungsportionen erreicht

werden.

Die Probengewinnung erfolgte wie unter 3.1.1 beschrieben. Das Ejakulat wurde

einer Eingangsuntersuchung unterzogen, die in Kapitel 3.1.2 beschrieben wird.

3.2.1 Samenaufbereitung

Die Ejakulate der Bullen C und D wurden wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben je-
weils mit dem ersten Teil des nicht glyzerinhaltigen Verdiinners Sexcess®l
(Masterrind GmbH, Verden, Deutschland) auf 50 x 10° Samenzellen/ml auf 4 ml
Gesamtvolumen verdunnt. Die Proben wurden im Wassermantel innerhalb von
3 Stunden auf 5°C heruntergekuhlt. Kurz vor dem Einfrieren wurden die Proben
mit dem glyzerinhaltigen Verdiinner Sexcess®ll (Masterrind GmbH, Verden,
Deutschland) auf eine Endkonzentration von 25 x 10° Spermien/ml verdiinnt.
Die Spermaportion im Nanostraw sowie in der handelslblichen Paillette wurde
mit einem Ultraseal 21TM (Minitub, Tiefenbach, Deutschland) verschlossen.
Jeder Nanostraw enthielt 500.000 Samenzellen/20ul. Die Spermienkonzentra-
tion betrug 25 x 10° Spermien/ml. Die Daten aus dem Versuch 1 wurden bullen-
individuell (Bulle C und D) erhoben, zur besseren statistischen Absicherung
aber fur die Auswertung zusammengefasst. Somit ergaben sich zwolf Wieder-

holungen pro Kuhlkurve.
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3.2.2 Kryokonservierung der Spermien

Die Proben wurden mit der Einfriermaschine ,lce Cube 14S* (Minitib, Tiefen-
bach, Deutschland) eingefroren und zur Lagerung in flissigen Stickstoff (LN2)
uberfuhrt.

Zur Entwicklung des optimalen Nanostraw-Kryokonservierungsprotokolls wurde

zunachst mit dem Gefrierprogramm A gestartet (s. Tabelle 6).

Tabelle 6: Detaillierte Darstellung in °C pro Minute der Gefrierkurve A

Segment Endtemperatur (in °C) Rel. Zeit (in min.) Rampe (in °C/min)
0 5 0 0
1 -8 4,33 -3
2 -8 1 0
3 -120 5,6 -20
4 -140 2 -10

Als kryoprotektiver Schutz wurde dem Verdinnermedium 6,4% Glycerin hinzu-
gegeben. Im Verlauf der Untersuchungen wurde die Kuhlkurve A weiter modifi-
ziert, und es entwickelten sich die Gefrierprogramme B, C, D und D+. Die Ge-
frierprogramme wurden in einzelne Segmente unterteilt, die den
Temperaturabfall in °C pro Minute definierten. Alle Programme starteten bei
5°C. Das Gefrierprogramm der Kurve A kuhlte dann in 3°C-Schritten pro Mi-nute
auf -8°C herunter. Daraufhin folgte ein einmindtiger Haltepunkt bei -8°C. Im
nachsten Segment erfolgte eine AbklUhlung auf -120°C in 20°C-Schritten pro
Minute. Das letzte Segment kihlte in 10°C Schritten pro Minute auf -140°C her-
unter. Die Straws wurden nach Erreichen der Endtemperatur von -140°C in
flissigen Stickstoff Uberfuhrt. Um den kryoprotektiven Schutz des Glycerins zu
testen wurden zudem vier unterschiedliche Glyzerinkonzentrationen (5%, 6,4%,
7% und 7,5%) ausgetestet. Die folgende Tabelle 7 gibt einen Uberblick tiber die
verwendeten Gefrierprogramme und zeigt die getesteten Glycerinkonzentra-

tionen je Kurve mit einem x auf.
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Tabelle 7: Darstellung der angewandten Kiihlkurven unter Verwendung unterschiedlicher
Glyzerinkonzentrationen

Glycerin Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve Kurve E
(%) D+
5% X
6,4% X X X X X X
7% X
7,5% X

In der Kurve D + kam eine Modifizierung des Einfrierautomaten zum Einsatz.

Dabei wurde ein zusatzliches Metallgitter eingebaut, um die Nanostraws vor

dem direkten Stickstoffeinstrom zu schutzen (Abbildung 6).

Abbildung 6: Modifizierung des Ice Cube 14S mittels eines Schutzgitters (roter Pfeil) aus
Metall.
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3.2.3 Auftauen der Spermien

Das Auftauen der Nanostraws erfolgte bei Raumtemperatur. Der Kontrollstraw

wurde bei 37°C im Wasserbad aufgetaut.

Direkt nach dem Auftauen wurden 230 pl des Kontrollstraws und ca. 200 pl aus
10 gepoolten Nanostraws in 1,5 ml Eppendorfgefalle gegeben und anhand der
in den Kapiteln 3.1.4, 3.1.5 und 3.1.6 aufgefuhrten Parameter bezuglich ihrer

Spermaqualitat untersucht.
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3.3 Versuch 2: Qualitatsuberprifung der in Versuch 1 entwickelten
Kuhlkurve und der tiefgefrorenen Spermien im Nanostraw mittels

etablierter Laborverfahren

Die Probengewinnung erfolgte aus Ejakulaten wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben.
Ein Teil der Nanostraws verblieb flir den in Kapitel 3.5 beschriebenen Besa-

mungsversuch zur Lagerung in flissigem Stickstoff.

3.3.1 Spermatologische Qualitatsanalyse

Das Sperma wurde direkt nach dem Auftauen einem Thermoresistenztest un-
terzogen. Die Vorgehensweise und der Ablauf des Thermoresistenztests sind in
Kapitel 3.1.3 erlautert.

3.3.2 Kryokonservierung der Spermien

Die Tiefgefrierung der Spermien erfolgte anhand des in Versuch 1 entwickelten

Kryokonservierungsprotokolls (s. Kapitel 3.2).

3.3.3 Auftauen der Spermien

Das Auftauen der Nanostraws erfolgte in Luft 60 Sekunden bei Raumtempera-
tur. Anschlie®end wurden die Straws in einem 1,5 ml Eppendorfgefall gepoolt
und auf einen 37°C Warmeblock gelagert. Der Kontrollstraw wurde in einem
37°C warmen Wasserbad aufgetaut, ebenfalls in ein Eppendorfgefall abgefullt

und auf dem Warmeblock gelagert.
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3.4 Versuch 3: SIFT® mit Frischsamen (gesext)

FUr einen ersten Besamungsversuch wurden Kihe aus erster und zweiter
Laktation und Farsen aus dem Tierbestand des Instituts fur Nutztiergenetik in
Mariensee verwendet. Das Sperma wurde von zwei leistungsgepruften Bullen
der Rasse Deutsch Holstein (Bulle C und D) verwendet und wie in 3.1.1 be-

schrieben geschlechtsspezifisch differenziert.

Die Besamung erfolgte wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben. Es wurden 16 Farsen
und 10 Kihe aus dem Bestand des Instituts flr Nutztiergenetik in Mariensee mit

gesextem Frischsamen nach der Methode SIFT® besamt.
Féarsen

Insgesamt wurden 20 Farsen mittels einer Progesteron-Spirale (Prida® 1,55g,
CEVA, Dusseldorf, Deutschland) synchronisiert. Nachdem mittels Ovum Pick
Up (OPU) die vorhandenen Follikel punktiert worden waren, wurde den Tieren
nochmals einer Progesteron Spirale in die Scheide eingesetzt. Am Tag 6 wur-
den den Tieren 2,5 ml Estrumate® i.m. (Intervet GmbH, Unterschleil3heim,
Deutschland) gespritzt und am Tag 8 die Spirale entfernt. Die Ubertragung der
Spermien erfolgte am elften Tag. Es wurden 0,5 x 10° geschlechtsspezifisch
differenzierte Spermien je Tier Uibertragen. Tabelle 8 gibt einen Uberblick tber
die Anzahl der besamten Tiere je Bulle sowie der Aufteilung der X- und Y-

chromosomal sortierten Spermaportionen.

Tabelle 8: Anzahl besamter Farsen je Bulle sowie die Aufteilung der nach X- und Y-
chromosomal verwendeten Spermaportionen

Anzahl Tiere 0,5 x 10° Spermien 0,5 x 10° Spermien
(n) X-chromosomal sortiert Y-chromosomal sortiert
Bulle C 7 6 1
Bulle D 9 6 3
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Kiihe

Insgesamt wurden 12 Kihe mit einem Ovsynch-Programm synchronisiert. An
Tag 1 wurde den Tieren 3 ml Receptal® (Intervet GmbH, Unterschleilheim,
Deutschland) i.v. in die Schwanzvene verabreicht. Am achten Tag erhielten sie
2,5 ml Estrumate® i.m. (Intervet GmbH, Unterschleil3heim, Deutschland). An Tag
10 erfolgte eine weitere 3 ml i.v. Injektion Receptal® in die Schwanzvene. Die
SIFT®-Besamung erfolgte am elften Tag. Hierzu wurde zehn Tieren mittels

SIFT®Spermien unterschiedlicher Dosis in den Eileiter ibertragen.

Die Tiere wurden mit dem Bullen D besamt. Bei sechs Kuhen wurden 250.000
geschlechtsspezifisch differenzierte Samenzellen mittels SIFT® in den Eileiter
ubertragen. Die restlichen vier erhielten 500.000 geschlechtsspezifisch differen-

zierte Samenzellen (s. Tabelle 9).

Tabelle 9: Anzahl besamter Kiihe des Bullen D, aufgeteilt nach unterschiedlichen Besa-
mungsdosen

Anzahl Tiere 0,5 x 10° Spermien 0,25 x 10° Spermien
(n) X- chromosomal sortiert X-chromosomal sortiert
Bulle D 10 4 6

Die Trachtigkeitsprufung (TU) erfolgte 28—40 Tage nach der Besamung mittels
Ultraschalluntersuchung. Aufgrund der spaten Durchfuhrung des Besamungs-
versuches im Zeitraum der Fertigstellung der Arbeit liegen keine Abkalbedaten

VOr.
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3.5 Versuch 4: Besamungsversuch SIFT®-Tiefgefriersperma

Die Besamungsmethode SIFT® erfolgte wie in Kapitel 3.1.7 beschrieben. Es
wurden ausschliel3lich Farsen und Kuhe in erster bzw. zweiter Laktation aus
dem Bestand des Instituts fur Nutztiergenetik in Mariensee verwendet. Alle Tie-
re standen zur Erstbesamung an. Das Sperma stammte von zwei leistungsge-
pruften Bullen der Rasse Deutsch Holstein (Bullen A und B) und wurde wie in
Kapitel 3.3 beschrieben kryokonserviert. Die weiblichen Tiere wurden nicht syn-

chronisiert.

Sie wurden mindestens 24 Stunden nach Brunstbeginn mittels SIFT® in den
Eileiter besamt. Die Brunstbeobachtung erfolgte durch erfahrene Techniker des
Instituts fiir Nutztiergenetik in Mariensee. Vor SIFT® fand eine Follikelkontrolle
mittels Ultraschalls statt. Die Besamung der Tiere erfolgte wie in Kapitel 3.1.7
beschrieben. Die TU wurde 28-40 Tage nach dem Besamungsdatum mittels
Ultraschalls durchgefiihrt. Aufgrund der spaten Durchfihrung des Besamungs-
versuches im Zeitraum der Fertigstellung der Arbeit liegen keine Abkalbedaten

VOr.

3.6 Statistische Auswertung

Fir die statistische Auswertung wurden die Programme ,SigmaStat 2.0 for
Windows® (Jandel Scientific Cooperation, San Rafael, CA, USA) und SAS 9.1
(SAS Institute) genutzt. Die Ergebnisse aus dem Versuch 1 wurden auf Normal-
verteilung gepruft und mittels One-way ANOVA oder One-way ANOVA on Ranks
ausgewertet. Kamen bei nicht normalverteilten Daten eine One-Way Anova on
Ranks oder eine Two-Way ANOVA on Ranks zum Einsatz, wurden multiple Mit-
telwertsvergleiche mit dem Dunn's Test durchgefuhrt. Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen wurden bei einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit von
p<0,05 als signifikant angesehen. Die Daten aus dem Versuch 1 (Kapitel 3.2)
wurden bullenindividuell (Bulle C und D) erhoben, zur besseren statistischen
Absicherung aber fur die Auswertung zusammengefasst. Als fixer Effekt wurde

sich auf den Strawtyp (Nanostraw vs. Kontrolle) beschrankt.
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Yik = p + Strawtyp; + e

wobei
Yijke = Beobachtungswert
M = Populationsmittel

Strawtyp; = fixer Effekt des Strawtyps (j=1-2)

Die Daten aus dem Versuch 2 (Kapitel 3.3) wurden mit Hilfe eines gemischten
linearen Modells (SAS Prozedur ,mixed“) ausgewertet, um die wiederholten
Messungen pro Ejakulat im Thermoresistenztest (Zeit und Straw) zu beruck-
sichtigen. Bulle, Strawtyp und Zeit sowie deren Interaktionen wurden als fixe
Effekte in das Modell aufgenommen. Die Residuen waren normalverteilt (Shapi-
ro-Wilk Test). Der Einfluss eines Effektes wurde bei einer Uberschreitungs-
wahrscheinlichkeit von p<0,05 als signifikant angesehen (SAS 9.2 Help and
Documentation, SAS Institute Inc., Cary, NC, 2008).

Yijkl= M+ Bulle; + Strawtypj + Zeit, + Eijkl

wobei

Yiki = Beobachtungswert

M = Populationsmittel

Bulle; = fixer Effekt des Bullen (i=1-2)
Strawtyp; = fixer Effekt des Strawtyps (j=1-2)
Zeity = fixer Effekt der Zeit (k=1-3)

€ijk = zufélliger Restfehler

Bei allen Tabellen wurde der korrigierte Mittelwert (Least Square Mean) £ dem

Standardfehler (SEM, X ) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Versuch 1: Screeningversuche zur Entwicklung eines angepassten
Kryokonservierungsprotokolls mit volumen-reduzierten Sperma-

portionen im Nanostraw

Aus der Kuhlkurve A wurden 4 verschiedene Kuhlkurven (B-D+) entwickelt (s.
Abbildung 7). In dem Gefrierprogramm B erfolgte zunachst eine Absenkung der
Kihlgeschwindigkeit von -20°C pro Minute auf -10°C pro Minute in dem Seg-
ment 3. In Kurve C wurden die Temperaturschritte nach Erreichen von —8°C
nochmals stark auf -5°C-Schritte pro Minute bis zum Erreichen der Zieltempera-
tur von -140°C verlangsamt. In Kurve D wurde ein zusatzliches Segment einge-
fuhrt. Es erfolgte eine Abkihlung nach dem Segment 2 in -5°C-Schritten pro
Minute auf -35°C. Die weitere Abkuhlung wurde in -10°C-Schritten weiterge-
fuhrt. Um die Nanostraws vor dem direkten starken Stickstoffeinstrom zu schut-
zen wurde der Einfrierautomat, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, fur die Kurve
D+ modifiziert. Es zeigte sich, dass aufgrund der Stickstoff-Volumeneinstrome
ein Haltepunkt bei -8°C flur kleine Volumina bei Verwendung des Stick-
stoffschutzgitters nicht zu etablieren war. Dies ist u.a. auf die bauartbedingten
Vorgaben des verwendeten Einfrierautomaten zurlckzufuhren. Aufgrund der
Modifizierung konnte der Haltepunkt bei -8°C nicht konstant gehalten werden,
und es kam zu starken Temperaturschwankungen. Der Haltepunkt bei -8°C
wurde entfernt, und es entstand Kurve D+. Eine genaue tabellarische Darstel-
lung aller Gefrierprogramme ist im Anhang unter Kapitel 9.5 (Tabellen 39-42) zu

finden.
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Abbildung 7: Darstellung der fiinf entwickelten Kiihlkurven in °C pro Minute.

4.1.1 Motilitat

Anteil motiler Spermien nach dem Auftauen in Abhédngigkeit von den

Gefrierkurven

Tabelle 10 zeigt den prozentualen Anteil motiler Spermien unmittelbar nach dem
Auftauen unter Verwendung der Kuhlkurven A, B, C, D und D+. Innerhalb jeder
untersuchten Kihlkurve war der Anteil motiler Spermien aus den Kontrollstraws
signifikant hoher (p<0,05) als der Anteil motiler Spermien aus den Nanostraws.
Der Prozentsatz motiler Spermien aus dem Kontrollstraw lag zwischen 27,8 %
(Kurve A) und 9,7 % (Kurve D+) hoher als der Anteil motiler Spermien aus den
Nanostraws. Der héchste Anteil motiler Spermien aus dem Nanostraw war in
Kihlkurve D+ zu verzeichnen. Der hochste Anteil motiler Spermien aus dem

Kontrollstraw war in Kurve D zu sehen.
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Tabelle 10: Anteil motiler Spermien (in %) aus den Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmit-
telbar nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw a a a a a
(n=12) 22,1+3,0 45,4421 48,4+2,7 50,4+2,5 52,9+1,6
n=

Kontrollstraw

(n=12) 49,9+4,1° 62,4+1,8" 64,1+3,2" 71,9+1,8° 62,6+2,2°
n=

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kihlkurve signifikant
(p=0,05).

Tabelle 11 zeigt die Auswirkungen der Veranderung der Glyzerinkonzentration
auf den Anteil motiler Spermien nach dem Auftauen. Die Verwendung von 7%
Glycerin im Verdunner fuhrte zu einem hdheren Prozentsatz motiler Spermien
aus dem Nanostraw sowie aus dem Kontrollstraw. Der Anteil motiler Spermien
war unter Verwendung beider Glycerinkonzentrationen signifikant (p<0,05) ho-

her in der Kontrollstrawgruppe im Vergleich zu der Nanostrawgruppe.

Tabelle 11: Anteil motiler Spermien (in %) der Gefrierkurve D+ mit einem Anteil von 5%
und 7% Glyzerin unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve D+5% GLY Kurve D+7% GLY

Gruppe X + SEM X = SEM
Nanostraw (n=12) 31,5+0,6° 43,2+ 4,1°
Kontrollstraw (n=12) 50,8 + 1,7° 54,5 + 2,5

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuihlkurve signifikant
(p=<0,05).

Anteil vorwartsbeweglicher Spermien nach dem Auftauen in Abhangigkeit von

den Gefrierkurven

Tabelle 12 zeigt den Anteil vorwartsbeweglicher Spermien der Kuhlkurven A-D
und D+ aus dem Nanostraw und dem Kontrollstraw unmittelbar nach dem Auf-

tauen. Fur jede Kuhlkurve lag ein signifikant hoherer Anteil (p<0,05) vorwarts-
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beweglicher Spermien nach Gefrierung im Kontrollstraw im Vergleich zum Na-
nostraw vor. Der Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien aus der Kontroll-
gruppe lag in Kurve A mit 24,7% und in Kurve D+ mit 5,7% signifikant (p<0,05)

hoher als in der Nanostrawgruppe.

Tabelle 12: Anteil vorwartsbeweglicher Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und
D+ unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X +SEM
('\r'i”l"z?”a"" 161+2,2°  373+18  323+37° 349:28 36419
Kontroll-
straw 40,8 +3,4° 50,2 + 1,6 48,3 +2,3" 54,6+1,7° 42,142,2°
(n=12)

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kihlkurve signifikant
(p=0,05).

Nachfolgend werden die zusatzlich im CASA gemessenen Qualitatsparameter
VSL, VCL, VAP, ALH, BCF, STR und LIN dargestellt (Tabellen 13-19).

Velocity straight line (VSL) in Abhangigkeit von den Gefrierkurven

Bei dem in Tabelle 13 dargestellten Wert VSL ist lediglich in Kurve A ein signifi-
kanter Unterschied (p<0,05) zwischen den Ergebnissen aus dem Nanostraw zu
dem Kontrollstraw zu erkennen. Der hochste Wert bei den Spermien aus dem

Nanostraw ist in Kurve B, bei den Kontrollstrawspermien in Kurve A zu finden.
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Tabelle 13: VSL der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar nach
dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X = SEM
Nanostraw
(n=12) 48,2 + 1,5° 50,3+0,9 472+ 1,6 449+14 40,5+ 0,6

Kontrollstraw

(n=12) 59,4 + 3,4° 50,3+1,1 49,3+1,0 46,5+ 1,0 40,8 £0,9

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kihlkurve signifikant
(p=<0,05).

Die volle zuriickgelegte Distanz (VCL) und die geglattete zuriickgelegte Distanz

(VAP) der Spermien in Abhdngigkeit von den Gefrierkurven

Die Werte VCL (Tabelle 14) und VAP (Tabelle 15) zeigten keine einheitlichen
Ergebnisse, die einen Effekt der verwendeten Gefrierprotokolle aufzeigen lie-
Ren. In Kurve A lag der Prozentsatz der Spermien aus dem Kontrollstraw im
Wert VCL signifikant (p<0,05) unter den Spermien aus dem Nanostraw. Glei-

ches wurde in Kurve C und D beobachtet.

Tabelle 14: VCL der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar nach
dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw
(n=12) 100,1 + 3,52 115,7+ 2,0 1226 +1,9%° 111,9+3,9° 105,2+0,9

Kontrollstraw

(n=12) 128,7+6,2° 120,9+24 1284+0,9° 1205+3,0° 1059+3,4

a, b° Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kiihlkurve signifikant (p<0,05).

Der Prozentsatz VAP der Spermien aus dem Kontrollstraw lag in den Kurven A

und C signifikant (p<0,05) Gber dem Anteil aus den Nanostraws.
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Tabelle 15: VAP der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar

nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw
(n=12) 57.6+19° 648+12 674+14° 628+23  582+08
Kontrollstraw 748+47°  683+16  726+05° 671+15  601+18

(n=12)

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kihlkurve signifikant

(p<0,05).

Seitliche Auslenkung der Spermienkopfe (ALH) in Abhangigkeit von den Ge-

frierkurven

Die Ergebnisse der Werte fur die ALH aus der Tabelle 16 zeigten keinen signifi-

kanten Unterschied in den Kurven B, C, D und D+ zwischen den Spermien aus

dem Nanostraw und der Kontrolle. Lediglich in Kurve A war ein signifikanter Un-

terschied (p<0,05) zwischen den Ergebnissen aus dem Kontrollstraw im Ver-

gleich zu den Ergebnissen aus dem Nanostraw zu beobachten.

Tabelle 16: ALH der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar

nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw (N=12) ~ 50402*°  61:01  63:01  62%01  62:01
Kontrollstraw (n=12) 6,0+ 0,2b 6,3+0,1 6,2+0,1 6,3+0,1 6,0+£0,1

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuhlkurve signifikant

(p<0,05).
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Frequenz der Pendelbewegung (BCF) der Spermien in Abhangigkeit von den

Gefrierkurven

Die Frequenz der Pendelbewegung der Spermien aus dem Nanostraw ver-
schlechterte sich bei Verwendung der Kiuhlkurven A bis D+ signifikant. Die Wer-
te zwischen dem Nanostraw und der Kontrolle unterscheiden sich in keiner

Klhlkurve signifikant voneinander (Tabelle 17).

Tabelle 17: BCF der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar
nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw
(n=12) 29,2+1,2 241+0,5 21,7+0,1 21,3+0,6 209+04

Kontrollstraw

(n=12) 30,5+0,1 24,7+0,5 22,8+0,9 21,7+0,6 21,1+0,3

Die Straightness (STR) der Spermien in Abhangigkeit von den Gefrierkurven

Die Werte STR zeigten eine Verschlechterung der Spermien aus dem Nano-
straw und dem Kontrollstraw bei Verwendung der Kurven A bis D+. Dabei lag
der Wert der Spermien aus dem Nanostraw bei Betrachtung der Gefrierkurven
A, B, C und D+ signifikant (p<0,05) hoher als bei den Spermien aus dem Kon-
trollstraw (Tabelle 18).
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Tabelle 18: STR der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar

nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw
(n=12) 83,7¢1,0°  77.9409°  722+¢15  72.8+12 70904
Kontrollstraw 797+0,7°  742+¢09°  693+1,0°  704+09  695+1,2°

(n=12)

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kihlkurve signifikant

(p<0,05).

Die Linearitat (LIN) der Spermien in Abhangigkeit von den Gefrierkurven

Der Wert LIN aus dem Nanostraw hatte sich in Kuhlkurve D+ gegenuber der

Kurve A verringert (Tabelle 19). Die Linearitat unterschied sich in keiner der

Kihlkurven signifikant zwischen dem Nanostraw und dem Kontrollstraw.

Tabelle 19: LIN der Spermien (in %) der Gefrierkurven A, B, C, D und D+ unmittelbar nach

dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X +SEM X +SEM X +SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw
(n=12) 50,6 +1,6 451 + 0,7 409+1,1 423+1,0 40,5+0,4
Kontrollstraw 481+12  434+08  41,1+09  403+06  414+13

(n=12)

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuhlkurve signifikant

(p<0,05).
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4.1.2 Membranintegritat

Tabelle 20 zeigt den Anteil membranintakter Spermien nach dem Auftauen. Der
Anteil membranintakter Spermien aus den Kontrollstraws war in allen verwen-
deten Kuhlkurven signifikant (p<0,05) hoher als der Anteil membranintakter
Spermien aus den Nanostraws. Eine Zunahme des Anteils intakter Spermien
von Kurve A zu B und von D zu D+ war bei den Versuchsanstellungen mit den
Nanostraws zu beobachten. Bei den Kontrollstraws war lediglich eine Zunahme
von Kurve A bis D zu sehen. In Kurve D+ nahm der Anteil membranintakter

Spermien wieder ab.

Tabelle 20: Anteil membranintakter Spermien (Pl-negativ; in %) der Kurven A, B, C, D und
D+ unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw a a a a a
(n=12) 415+1,2 45,7 +0,9 37,9+3,7 46,2+1,1 50,0+ 0,7
FOTZf;)”S”aW 575+17° 593+11° 601+16° 608£03° 569+15
n=

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kihlkurve signifikant
(p<0,05).

Die Zugabe von 5% bzw. 7% Glyzerin im Gefrierprotokoll D+ flhrte zu einer
Verbesserung des Anteils membranintakter Spermien nach dem Auftauen (Ta-
belle 21). Dabei war mit einem Prozentsatz von 13% eine deutliche Verbesse-
rung bei den Nanostraws zu beobachten. Im Vergleich dazu wurde bei den Kon-
trollstrawspermien lediglich eine Verbesserung von 2,6% ermittelt. Unter
Verwendung der geanderten Glyzerinkonzentrationen waren signifikant bessere
Werte (p<0,05) bei den Spermien aus dem Kontrollstraw im Vergleich zu den

Spermien aus dem Nanostraw zu beobachten.
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Tabelle 21: Anteil membranintakter Spermien (Pl-negativ; in %) der Kurve D+ mit einem
Anteil von 5% und 7% Glyzerin (GLY) unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve D+5% GLY Kurve D+7% GLY

Gruppe X + SEM X + SEM
Nanostraw (n=12) 28,0 + 1,5° 41,0+2,9°
Kontrollstraw (n=12) 55,5 + 0,8" 58,1+ 1,5°

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuhlkurve signifikant
(p=<0,05).

4.1.3 Morphologie

Der Anteil morphologisch intakter Spermien aus dem Nanostraw nimmt mit ei-
ner Verringerung der Einfriergeschwindigkeit zu. Tabelle 22 zeigt eine Verbes-
serung morphologisch intakter Spermien aus dem Nanostraw von Kurve A bis
D+. In Kurve D+ wiesen 66,6% der Spermien aus dem Nanostraw keine mor-
phologischen Veranderungen auf. In allen verwendeten Gefrierkurven sind sig-
nifikant hdhere Anteile (p<0,05) morphologisch intakter Spermien aus dem Kon-
trollstraw im Vergleich zum Anteil Spermien aus dem Nanostraw zu

beobachten.

Tabelle 22: Anteil morphologisch intakter Spermien (in %) der Kurven A, B, C, D und D+
unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM X +SEM X + SEM
Nanostraw a a a a a
(n=12) 38,4+1,3 48,3+ 0,6 546+1,1 60,3+1,0 66,6 + 0,6
?Oqtzr;)”straw 535+1,3" 645+16° 589+1,0° 645+16° 754+0,6
n=

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuihlkurve signifikant
(p=0,05).

Eine Veranderung der Glyzerinkonzentration im Gefrierprotokoll D+ von 5% auf

7% flhrte sowohl bei den Nanostraws als auch bei den Kontrollstraws zu keiner
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Verbesserung des Anteils morphologisch intakter Spermien nach dem Auftauen
(Tabelle 23). Der Prozentsatz morphologisch intakter Spermien war jedoch bei
der Verwendung der Kontrollstraws hoéher und unterschied sich signifikant

(p<0,05) von dem der Nanostraws.

Tabelle 23: Anteil morphologisch intakter Spermien (in %) der Kurve D+ mit einem Anteil
von 5% bzw. 7% Glyzerin (GLY) unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve D+5% GLY Kurve D+7% GLY

Gruppe X + SEM X + SEM
Nanostraw (n=12) 58,5+ 1,3% 60,3 + 2,9°
Kontrollstraw (n=12) 71,0+1,3" 73,8+ 15"

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuihlkurve signifikant
(p=<0,05).

Der Anteil der Spermien mit intaktem Akrosom nach dem Auftauen ist in Tabelle
24 dargestellt. Die Verringerung der Gefriergeschwindigkeit hatte einen positi-
ven Einfluss auf die Verbesserung des Anteils akrosomintakter Spermien. Im
Gegensatz zu Spermien, die mit dem Protokoll D+ behandelt wurden, wiesen
solche nach Protokoll A einen signifikant niedrigen Anteil intakter Akrosomen
auf. In den Kihlkurven A, B und D+ unterschied sich der Anteil Spermien mit
intaktem Akrosom aus dem Kontrollstraw signifikant (p<0,05) von dem Anteil

intakter Spermien aus dem Nanostraw.

Tabelle 24: Anteil Spermien (in %) mit einem intakten Akrosom der Kurven A, B, C, D und
D+ unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve A Kurve B Kurve C Kurve D Kurve D+
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM X + SEM X = SEM
Nanostraw
(n=12) 455+ 1,4* 54,0+1,0° 57,0+1,1 63,8+1,5 67,7 +0,5°

?Onltzf;)”S"aW 557+16° 658+07° 60,3+17  667+18 76,7+ 0,9°
n=

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuihlkurve signifikant
(p=0,05).
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Eine Veranderung der Glyzerinkonzentration des Gefrierprotokolls D+ fuhrte
sowohl in der Nanostrawgruppe als auch in der Kontrollgruppe zu einer Ver-
schlechterung des Anteils Spermien mit intaktem Akrosom nach dem Auftauen
(Tabelle 25). Der Prozentsatz akrosomintakter Spermien pro Behandlungsgrup-
pe ist signifikant unterschiedlich. Spermien aus den Kontrollstraws weisen ho-
here Anteile auf. Wahrend bei den Nanostraws der Anteil akrosomintakter
Spermien mit hdheren Glyceringehalten sank, stieg dieser bei den Spermien in

den Kontrollstraws an.

Tabelle 25: Anteil Spermien (X * SEM %) mit einem intakten Akrosom der Kurve D+ mit
einem Anteil von 5% und 7% Glyzerin (GLY) unmittelbar nach dem Auftauen

Kurve D+5% GLY Kurve D+7% GLY

Gruppe X + SEM X + SEM
Nanostraw (n=12) 59,7 + 2,0° 57,7 + 4,9°
Kontrollstraw (n=12) 722+1,6° 73,0+0,8"

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Kuihlkurve signifikant
(p=<0,05).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Parameter fir die Sper-
maqualitat unter Verwendung der Kuhlkurve D+ besser waren als bei den ande-
ren Versuchsansatzen. Daher wurde diese Kuhlkurve fur die weiteren Versuche

genutzt. In Versuch 2 erfolgte deren qualitative Uberpriifung.
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4.2 Versuch 2: Qualitatstuberprifung der in Versuch 1 entwickelten
Kuhlkurve und der tiefgefrorenen Spermien im Nanostraw mittels

etablierter Laborverfahren
4.2.1 Auswertung der spermatologischen Qualitatsparameter

Zwischen den Versuchsgruppen ergaben sich signifikante Unterschiede hin-
sichtlich der Motilitat, der Membranintegritat sowie der Morphologie der Sper-
mien. Diese sind im Folgenden aufgefuhrt. Dazu sind der korrigierte Mittelwert
(Least Square Means, LSM) und der Standardfehler (SEM) angegeben. Die

Unterschiede zwischen den zwei Bullen waren stets signifikant (p<0,05).

Tabelle 26 gibt einen Uberblick tber den Einfluss der fixen Effekte Bulle,
Strawtyp und Zeit sowie deren Interaktionen. Kein Einfluss bestand vom Bullen
auf die Parameter ALH, BCF, VAP, VCL, VSL, LIN, STR, auf den Anteil morpho-
logisch-intakter Spermien und auf den Anteil akrosomintakter Spermien. Der
Anteil Pl-negativer Spermien und der Anteil motiler Spermien wurden signifikant
(p=<0,01) ebenso wie der Anteil progressiver Spermien (p<0,05) vom Bullen be-
einflusst. Der Strawtyp erwies sich als signifikant in Bezug auf die aufgefuihrten
Merkmale mit Ausnahme des BCF-, des VAP- und des VSL-Wertes. Wahrend
fur ALH, VCL und STR signifikante Beziehungen (p<0,05) bestanden, lagen fur
alle anderen Merkmale hochst signifikante Effekte vor (p<0,001). Die Zeit
(Thermoresistenztest) hatte auf alle gemessenen Spermaqualitdtsparameter mit
Ausnahme des BCF (p<0,01) einen hochst signifikanten (p<0,001) Einfluss. Ein
Effekt der Interaktion zwischen Bulle und Strawtyp bestand lediglich bei dem
im CASA gemessenen Parameter BCF (p<0,05). Eine Interaktion zwischen Bul-
le und Zeit bestand nicht. Die Interaktion zwischen Straw und Zeit wirkte sich
signifikant auf den Anteil motiler und progressiver Spermien (p<0,001), den BCF
(p<0,01) sowie auf den ALH, den Anteil morphologischintakter und akrosomin-
takter Spermien im Thermoresistenztest aus (p<0,05). Die Dreifachinteraktion
zwischen Bulle, Straw und Zeit wirkte sich lediglich signifikant auf den Anteil
motiler Spermien aus (p<0,01).
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Tabelle 26: Einfluss der fixen Effekte Bulle, Strawtyp und Zeit (Thermoresistenztest) so-
wie deren Interaktionen auf die Merkmale der Spermaqualitat

Faktor
Bulle
Bulle Straw X
Merkmal . Bulle x
Bulle Strawtyp  Zeit Straw X X Straw
Zeit Zeit X

Zeit
Anteil motiler - - - . -
Spermien n.s. n.s.
é;frirm)ér?gressiver * el fal n.s. n.s. bl n.s.
ALH n.s * ekl n.s. n.s. * n.s.
BCF n.s n.s. *k * n.s. ** n.s.
VAP n.s n.s. fakaled n.s. n.s. n.s. n.s.
VCL n.s * ekl n.s. n.s. n.s. n.s.
VSL n.s n.s. ekl n.s. n.s. n.s. n.s.
LIN n.s el ekl n.s. n.s. n.s. n.s.
STR n.s * e n.s. n.s. n.s. n.s.
Morphologisch
intal?t 9 n.s. whk e n.s. n.s. * n.s.
Intaktes Akrosom n.s. falaled ok n.s. n.s. * n.s.
Anteil Pl-negativer b ok ok n.s. n.s. n.s. n.s.
Spermien

*p<0,05, **p=<0,01, ***p=<0,001, n.s.= nicht signifikant

4.2.2 Motilitat

Aus der Vielzahl der Qualitatsparameter die im CASA erhoben werden, wird im
Ergebnisteil dieses Kapitels nur der Anteil motiler Spermien in % sowie der An-
teil STR und LIN aufgrund der Aussagekraft der Ergebnisse angegeben. Die
Auswertungen der im CASA-System generierten Daten (Progressive, ALH,
BCF, VAP, VCL, VSL) sind im Anhang unter Kapitel 9.5 (Tabellen 43-58) zu fin-

den.

Anteil motiler Spermien bei den Bullen A und B

Der Anteil motiler Spermien lag beim nativen Ejakulat des Bullen A bei
88,1+0,9%. Wie aus Tabelle 27 hervorgeht, wurde in der Kontrollgruppe zu allen

Untersuchungszeitpunkten ein hoherer Wert fir den Anteil motiler Spermien aus
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den Kontrollstraws als bei den Spermien aus dem Nanostraw gemessen
(p=<0,05). Der Anteil motiler Spermien nahm jedoch in beiden Gruppen nach
dem Auftauen (0 h) im Laufe der Inkubation Gber 3 h zu 6 h bei 37°C signifikant
ab.

Tabelle 27: Anteil motiler Spermien (in %) des Bullen A unmittelbar nach dem Auftauen
sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 51,1 +2,8*" 41,6 + 2,8*° 26,7 +2,8*¢
Kontrollstraw (n=24) 64,9 + 2,8°" 52,1+ 2,8"8 32,6 +2,8°°

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Der Anteil motiler Spermien des Bullen B vor der Kryokonservierung mit 83,3 +
0,7% war signifikant (p<0,05) niedriger als der des Bullen A. Wie aus Tabelle 28
hervorgeht, wurden bei dem Thermoresistenztest zu den Zeitpunkten null und
drei Stunden signifikant hohere Motilitatswerte (p<0,05) in der Kontrollgruppe
als in der Nanostrawgruppe gemessen, wahrend die Unterschiede nach sechs-
stiindiger Inkubation nicht statistisch signifikant unterschiedlich waren. Wie be-
reits die Ergebnisse des Bullen A gezeigt haben, ist eine signifikante Abnahme
des Anteils motiler Spermien des Bullen B bei den betrachteten Gruppen im

Laufe der Inkubation bei 37°C zu beobachten.
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Tabelle 28: Anteil motiler Spermien (in %) des Bullen B unmittelbar nach dem Auftauen
sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 48,5 + 2,8*" 30,5 + 2,8*° 16,6 + 2,8*C
Kontrollstraw (n=24) 60,4 + 2,8"" 48,9 + 2,8"B 25,3+ 2,8*¢

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Anteil linearer Spermien bei den Bullen A und B

Abbildung 8 zeigt die Linearitat (%) der Spermien der Bullen A und B Uber den
gesamten Versuchsablauf. Die Spermien aus dem Kontrollstraw der betrachte-
ten Bullen zeigten zu allen Untersuchungszeitpunkten eine hohere Linearitat als
die Nanostrawspermien. Ein signifikanter Einfluss des Merkmals Zeit (p<0,05)
war erkennbar, wobei die Linearitdt der Spermien beider Untersuchungsgrup-
pen nach einer Inkubationszeit von drei Stunden niedriger war als zum Zeit-
punkt null und nach sechs Stunden. Im Gegensatz zu den anderen Versuchs-
anstellungen, die nach sechs Stunden Inkubation ahnliche Linearitaten wie
unmittelbar nach dem Auftauen erreichten, erreichten Spermien des Bullen A
aus dem Nanostraw lediglich Werte, die leicht hoher waren (34,4%) als die
nach drei Stunden (33,8%) gemessenen (Tabellen 47 und 55, die zusatzlich die

Signifikanzanalyse aufzeigen).
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Abbildung 8: Linearitét (in %) der Spermien der Bullen A und B im Thermoresistenztest.

In der Abbildung 9 ist der prozentuale Anteil sich geradlinig bewegender Sper-
mien aus dem Nanostraw und der Kontrolle beider Bullen dargestellt. Im Merk-
mal Straightness war derselbe Trend wie bei der Linearitat zu beobachten. Im
Thermoresistenztest lag der Wert der Straightness der Spermien beider Bullen
zum Zeitpunkt drei Stunden unter dem Wert, der zu den Zeitpunkten null und
sechs Stunden gemessen wurde. Zusatzlich fallt auf, dass die Straightness der
Spermien im Kontrollstraw des Bullen B zum Auftauen am niedrigsten war und
nach drei Stunden Inkubation héher war als die der Spermien bei den Nano-
straws. Fast identische Werte mit den Spermien aus dem Kontrollstraw des Bul-
len A lagen erst nach sechs Stunden Inkubation vor (Tabellen 46 und 54, die

zusatzlich die Signifikanzanalyse aufzeigen).
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Abbildung 9: Straightness (in %) der Spermien der Bullen A und B im Thermoresistenz-
test.

4.2.3 Membranintegritat

Der Anteil Pl-negativer Spermien betrug bei der Messung des Ejakulats vor
dem Einfrieren beim Bullen A 83,4 £ 0,76 %.

In Tabelle 29 sind die Ergebnisse des Thermoresistenztests durch die flowzy-
tometrische Messung mit den Farbstoffen SYBR14/PI des Bullen A dargestellt.
In allen Untersuchungszeitpunkten hatte die Kontrollgruppe einen signifikant
hdheren Anteil (p<0,05) membranintakter Spermien als die Nanostrawgruppe.
Sowohl die Nanostraw- als auch die Kontrollstrawgruppe zeigten keine signifi-
kanten Abnahmen im Anteil membranintakter Spermien nach drei Stunden In-
kubation bei 37°C. Nach sechs Stunden Inkubation war ein signifikant hoherer
Anteil membranintakter Spermien aus dem Kontrollstraw im Vergleich zu den

Spermien aus dem Nanostraw zu sehen.
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Tabelle 29: Anteil membranintakter Spermien (Pl-negativ; in %) des Bullen A unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 61,0 + 2,4*" 56,4 + 2,4*" 53,2 + 2,4*8
Kontrollstraw (n=24) 69,2 + 2,4°A 67,2 + 2,4°4 64,9 + 2,4°"

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Die Tabelle 30 zeigt den Anteil membranintakter Spermien nach dem Auftauen
des Bullen B im Thermoresistenztest. Der Anteil membranintakter Spermien
des Bullen B vor dem Einfrieren war mit 85,2+1,0% signifikant besser als der
Anteil (p<0,05) des Bullen A.

Beide Behandlungsgruppen unterschieden sich bereits nach null Stunden An-
passung an 37°C signifikant (p<0,05) voneinander, ebenso nach drei und sechs
Stunden Inkubation. In der Nanostrawgruppe verringerte sich der Anteil memb-
ranintakter Spermien nach drei Stunden Inkubation um 9%. Im weiteren Verlauf
war keine signifikante Veranderung mehr zu beobachten. Die Kontroll-
strawgruppe zeigte Uber den Zeitraum von sechs Stunden Inkubation eine signi-
fikante (p<0,05) Verschlechterung im Anteil membranintakter Spermien von
66,1% auf 55,4%.

Tabelle 30: Anteil membranintakter Spermien (Pl-negativ; in %) des Bullen B unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 56,0 + 2,4*" 47,0 + 2,4*° 44,5 + 2,4*°
Kontrollstraw (n=24) 66,1 + 2,4°" 61,0 + 2,4°® 55,4 + 2,4°¢

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).
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4.2.4 Morphologie

Anteil morphologisch intakter Spermien der Bullen A und B

Die Eingangsuntersuchung unter dem Phasenkontrastmikroskop vor dem Ein-
frieren ergab fur den Bullen A einen Anteil von 90,0£1,5 % morphologisch-

intakter Spermien.

Tabelle 31 zeigt den Anteil morphologisch-intakter Spermien aus der Nano-
straw- und Kontrollstrawgruppe im Thermoresistenztest. Erst nach sechs Stun-
den war ein signifikant hoherer Anteil morphologisch-intakter Spermien (p<0,05)

aus dem Kontrollstraw zu beobachten.

Betrachtet man jedoch den Inkubationszeitraum von sechs Stunden, war in bei-
den Behandlungsgruppen ein signifikanter Abfall (p<0,05) des Anteils morpho-

logisch-intakter Spermien zu beobachten.

Tabelle 31: Anteil morphologisch intakter Spermien (in %) des Bullen A unmittelbar nach
dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 82,0 +1,3*" 73,3+1,3*® 69,2 +1,3*¢
Kontrollstraw (n=24) 83,0 +1,3*" 76,7 +1,3*® 73,7+1,3"¢

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

In der Eingangsuntersuchung wurde beim Bullen B im Phasenkontrastmi-
kroskop ein Anteil von 88,3 + 0,5% morphologisch intakter Spermien dokumen-

tiert. Der Anteil der Spermien mit intaktem Akrosom lag bei 89,7 + 0,5%.

Tabelle 32 zeigt den Anteil morphologisch intakter Spermien im Thermoresis-
tenztest beider Untersuchungsgruppen. Die Gruppe Kontrollstraw wies zu allen

Untersuchungszeitpunkten einen signifikant hoéheren Anteil morphologisch-
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intakter Spermien als die Nanostrawgruppe auf (p<0,05). Innerhalb der Grup-
pen nahm der Anteil moprhologischintakter Spermien Uber den Unter-

suchungszeitraum von sechs Stunden ab.

Tabelle 32: Anteil morphologisch intakter Spermien (in %) des Bullen B unmittelbar nach
dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 77,4 +1,3*" 71,3 +1,3*® 65,8 + 1,3*¢
Kontrollstraw (n=24) 81,2+ 1,3 76,6 +1,3°° 72,0 +1,3°¢

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Anteil Spermien mit intaktem Akrosom der Bullen Aund B

Vor dem Einfrieren hatten 89,8 £ 1,4 % der Spermien des Bullen A ein intaktes
Akrosom. Nach drei Stunden Inkubationszeit der Proben auf dem Warmeblock
war der Anteil akrosomintakter Spermien aus dem Kontrollstraw signifikant
(p<0,05) hoher als der Anteil aus dem Nanostraw (Tabelle 33). Wie in Tabelle 33
zu beobachten ist, fiel der Anteil akrosomintakter Spermien mit der Inkubations-

zeit bei 37°C in beiden Behandlungsgruppen signifikant ab.
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Tabelle 33: Anteil Spermien mit intaktem Akrosom (in %) des Bullen A unmittelbar nach
dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 83,1+1,2*" 74,7 £1,2*8 71,0 £1,2*¢
Kontrollstraw (n=24) 84,0 + 1,24 78,5+ 1,2"® 75,1 +1,2°°¢

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 34 zeigt den Anteil der Spermien mit intaktem Akrosom unter dem Pha-
senkontrastmikroskop des Bullen B. Die Spermien der Kontrollgruppe hatten
einen signifikant hdheren Anteil akrosomintakter Spermien als die Spermien aus
dem Nanostraw (p<0,05). Auch in Bezug auf dieses Merkmal nahm der Anteil

intakter Spermien im Laufe der Inkubation in beiden Gruppen signifikant ab.

Tabelle 34: Anteil Spermien mit intaktem Akrosom (in %) des Bullen B unmittelbar nach
dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 79,5+ 1,2*" 72,5+ 1,2*° 67,8 +1,2*¢
Kontrollstraw (n=24) 83,0 +1,2°" 78,0 +1,2°® 74,2 +1,2°¢

a, b: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

A, B, C: Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung
aller Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

77



Ergebnisse

4.3 Versuch 3: SIFT mit Frischsamen (gesext)

4.3.1 Trachtigkeitsergebnisse der Farsen

Es wurden insgesamt 16 Farsen mit geschlechtsdifferenziertem Frischsperma

der Bullen A und B besamt.

Die Trachtigkeitsuntersuchungen wurden am 30. Tag nach der Besamung mit-
tels Ultraschall durchgefuhrt. Von den sechs tragenden Tieren wurden funf in
einem vorherigen Versuch zur Follikelpunktion benutzt. Tabelle 35 gibt einen
Uberblick Uber die Groke der Follikel unmittelbar vor der Ubertragung des
Spermas sowie 24 Stunden danach sowie Ergebnisse der Trachtigkeitsuntersu-
chungen nach Ubertragung der X- und Y-chromosomal sortierten Spermien
durch SIFT® der Bullen C und D.
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Tabelle 35: Uberblick iiber die vorherige Behandlung der Firsen sowie deren Follikelgro-
Ren unmittelbar vor und 24 h nach der Sameniibertragung sowie die Trachtigkeitsergeb-
nisse nach der Ubertragung von X- und Y-chromosomal sortierten Spermien der Bullen C
und D durch SIFT®

Anzahl KB FollikelgréRRe FollikelgroRRe
vor zum Zeitpunkt SIFT® 24 h nach SIFT®

Tier 15-2,0cm | 2,0-25¢cm | 2,0-2,5cm |ovuliert Bulle | Bulle

N SIFT® L R | L R L R C D TU
9566 1 X X X -
9567 X X Y +
9588 X X Y -
8582 X X X -
8584 X X X X -
9600 X X X +
1053 X X Y -
1063 X X X +
1075 X X X -
9593 1 X X X X -
9772 X X X +
9774 X X Y .
9776 X X X +
9777 X X X +
9782 X X X -
9788 X X X -

Es zeigt sich, dass alle Tiere, die nach 30 Tagen positiv auf eine Trachtigkeit
geschallt wurden, 24 Stunden nach SIFT® ovuliert hatten. Insgesamt hatten le-
diglich drei Tiere nach 24 Stunden nicht ovuliert. Zwei Farsen waren vor Beginn
des Versuchs bereits kiunstlich besamt worden, wurden jedoch nicht tragend.
Vier Tiere fielen aus, da sie zum Zeitpunkt der Besamung bereits ovuliert hat-

ten.
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Sieben Farsen wurden mit 500.000 Spermien pro Portion des Bullen C in den
Eileiter besamt. Vier Tiere waren tragend. Bei neun Farsen wurde Sperma des
Bullen D in den Eileiter ubertragen. Zwei Tiere wurden tragend. Zusammenge-
fasst wurden 16 Tiere mittels SIFT® in den Eileiter besamt. Es wurde eine

Trachtigkeitsrate von 37,5% erreicht.

Es wurden 41,7% der Tiere, die mit X-chromosomal sortiertem Sperma mittels
SIFT besamt wurden, tragend. Von den mit Y-chromosomal sortiertem Sperma

besamten Tieren wurde ein Viertel positiv auf eine Trachtigkeit geschallt.

4.3.2 Trachtigkeitsergebnisse der Kiihe

Von den 12 synchronisierten Tieren wurden zehn Tiere mittels SIFT® in den Ei-
leiter besamt. Zwei Tiere wurden nicht besamt, da sie keine Reaktion auf das

Synchronisationsprogramm zeigten.

Tabelle 36 vermittelt einen Uberblick Uber die vorherige Behandlung der Kihe
sowie deren FollikelgréRen unmittelbar vor und 24 h nach der Samentubertra-
gung. Bei insgesamt 40% der Tiere wurden in einem zuvor durchgefuhrten Ver-
such durch OPU Eizellen entnommen. Eine induzierte Superovulation mit an-
schlieRender Besamung und Spllung der Embryonen wurde bei 50% der Tiere
durchgefiihrt. 33% der Kiihe wurden in dem aufgezeigten Versuch mittels SIFT®
tragend. Jedes dieser tragenden Tiere wurde in einem der zuvor aufgezahlten
Versuche verwendet. Alle Kuhe, die positiv auf eine Trachtigkeit geschallt wur-

den, ovulierten mindestens 24 h nach SIFT®.
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Tabelle 36: Uberblick iiber die vorherige Behandlung der Kiihe sowie deren Follikelgré-

Ren unmittelbar vor und 24 h nach der Sameniibertragung

Anzahl KB FollikelgroRRe FollikelgroRe
vor Zum Zeitpunkt SIFT® 24h nach SIFT®

Tier 1,5-2,0cm 2,0-2,5cm 2,0-2,5cm ovuliert

Nr. Laktation SIFT® L R L R L R TU
1791 3 X X -
1734 3 X X -
9208 2 X X +
9171 2 X X +
1677 1 X X -
9419 1 X X +
9358 1 X X X -
9220 2 2 X X -
1704 3 X X -
9304 2 3 X X -

Vier Kihe wurden mit 500.000 und sechs Kuhe mit 250.000 geschlechts-

differenzierten Spermien des Bullen D in den Eileiter besamt. Insgesamt wur-

den 33,3% der Kihe tragend. Im Einzelnen wurden von den Kiihen, die mit

250.000 Samenzellen (SZ) besamt wurden, 16% der Tiere tragend. Hingegen
wurden 50% der Tiere, denen 500.000 SZ direkt in den Eileiter Ubertragen wor-

den waren, tragend.
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4.4 Versuch 4: Besamungsversuch SIFT®-TG Sperma

Fir den Besamungsversuch wurde Sperma aus den Nanostraws verwendet,
das wie in Kapitel 3.2 beschrieben, kryokonserviert wurde. Dabei wurden flr
jede Ubertragung der Spermien zwei Nanostraws eines Bullen gepoolt. Somit
wurden 1 x 10° Spermien pro Besamung (ibertragen. Die Tiere kamen spontan
in Brunst und wurden 24 Stunden nach Brunstbeginn bzw. nach Beobachtung

von ,stehender Brunst besamt.

4.4.1 Trachtigkeitsergebnisse der Farsen

Tabelle 37 gibt einen Uberblick tiber die FollikelgroRen vor und 24 h nach der
Samenubertragung. Bei sechs spontan brinstigen Rindern wurden mittels
SIFT® Spermien in den Eileiter Ubertragen. Alle Tiere wurden als Jungtiere fiir
die Follikelpunktion in einem anderen Versuch verwendet. Funf Tiere wurden
mit dem Bullen A besamt. 40% aller Tiere wurden tragend. Lediglich ein Tier
wurde mit dem Bullen B besamt. Das Trachtigkeitsergebnis war negativ. Alle
tragenden Tiere hatten 24 Stunden nach SIFT® owuliert. Ihr Follikel hatte zum

Zeitpunkt der Besamung einen Durchmesser von mindestens 2 cm.
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Tabelle 37: Uberblick iiber die vorherige Behandlung der Rinder sowie deren Follikelgro-
Ren unmittelbar vor und 24 h nach der Sameniibertragung mit dem Sperma aus dem Na-
nostraw

FollikelgroRe FollikelgréRRe
zum Zeitpunkt SIFT® 24 h nach SIFT®
1,5-1,9 cm 2,0-2,5¢cm 2,0-2,5¢cm ovuliert || Bulle | TU
Tier Nr. L R L R L R

8951 X X X A
9786 X X X A +
9866 X X A +
9869 X X A
9789 X X A
9856 X X B

Das Sperma aus dem Nanostraw des Bullen A erzielte eine Trachtigkeitsrate
von 40%. Lediglich eine Farse wurde mit dem Sperma des Bullen B besamt und

nicht tragend.

4.4.2 Trachtigkeitsergebnisse der Kiihe

Tabelle 38 zeigt die FollikelgroRen der Tiere vor und nach der Ubertragung der
Spermien aus dem Nanostraw mit SIFT®. 33% der Tiere, die mit dem Bullen A
besamt wurden, wurden tragend. lhre Follikelgrofle betrug zum Zeitpunkt der
Sameniibertragung mindestens 2 cm. Spatestens 24 h nach SIFT® hatte die
Ovulation stattgefunden. Tiere, die nach 24 h nicht ovuliert hatten, wurden auch
nicht tragend. Das betraf zwei Tiere. lhre FollikelgréRe zum Zeitpunkt der Be-

samung betrug weniger als 2 cm im Durchmesser.

Bei drei Tieren wurde TG-Sperma des Bullen B in den Eileiter Ubertragen. Ein
Tier wurde tragend. Das tragende Tier hatte zum zweiten Mal gekalbt. Der do-
minante Follikel befand sich auf dem rechten Ovar und hatte einen Durchmes-

ser von mindestens 2 cm. Bei den anderen zwei Tieren hatte der dominante

83




Ergebnisse

Follikel ebenfalls einen Durchmesser von mindestens 2 cm. Die Tiere ovulierten

24 h nach Besamung.

Tabelle 38: Uberblick iiber die vorherige Behandlung der Kiihe sowie deren Follikelgré-
RBen unmittelbar vor und 24 h nach der Sameniibertragung mit dem Sperma aus dem Na-
nostraw

FollikelgréRRe FollikelgroRRe
Tier . zum Zeitpunkt SIFT® 24 h nach SIFT®
Laktation .
Nr. 1,5-1,9cm 2,0-2,5cm 2,0-2,5cm ovuliert || Bulle | TU
L R L R L R

9581 1 X X A +
9574 1 X X A -
9596 1 X X A +
9560 1 X X X A -
1054 1 X X A -
1046 1 X X A -
9461 1 X X B -
1051 1 X X B -
9459 2 X X B +

Sechs Tiere wurden mit dem TG-Sperma aus dem Nanostraw des Bullen A be-
samt. Es wurde eine Trachtigkeitsrate von 33% erzielt. Drei Tiere wurden mit
dem TG-Sperma des Bullen B besamt. Es wurde eine Trachtigkeitsrate von
33% erzielt.

30 Tage nach der Samenubertragung in den Eileiter wurde eine Ultraschallun-
tersuchung durchgefuhrt. Abbildung 10 zeigt exemplarisch das Ultraschallbild
der Trachtigkeit des Rindes mit der Nummer 9786.
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Abbildung 10: Darstellung eines Fetus ca. 30 Tage nach SIFT® von Tier 9786.
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5 Diskussion

Die am Institut fiir Nutztiergenetik entwickelte Methode SIFT® ermdglicht es,
unter Beibehaltung des Spermien/Volumenmengenverhaltnisses minimal do-

sierte Spermaportionen in den Eileiter zu Ubertragen (GROSSFELD ETAL., 2011B).

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand darin, solch reduzierte Sper-
maportionen neu zu konfektionieren und ein angepasstes Kuhl- und Gefrierpro-
tokoll zu entwickeln. Der erste Teil der Arbeit wurde dabei im Labor durchgefuhrt
und diente der Entwicklung eines Nanostraws mit einem Volumenfassungsver-
mdgen von 20 ul. Gleichzeitig wurde ein neues Kryokonservierungsprotokoll fur
den Nanostraw entwickelt. Ziel war dabei, nach dem Auftauen Spermaqualitats-
parameter zu erreichen, die mit jenen einer Kkonventionellen TG-
Besamungsportion vergleichbar waren. Als Bewertungsgrundlage dienten die
fur Bullensperma festgelegten Mindestanforderungen (RATH ET AL., 2009). Im
zweiten Versuchsabschnitt des Laborteils wurde ein Thermoresistenztest uber
sechs Stunden durchgefthrt, um die Qualitat der Spermien aus der in Versuch
1 entwickelten Kuhlkurve zu testen. Zusatzlich wurde die Qualitat des Spermas
auch in Testbesamungen an Kuhen und Farsen evaluiert. In einem ersten Ver-
suchsabschnitt wurden geschlechtsdifferenzierte Spermien zweier Bullen in den
Eileiter von 16 Farsen Ubertragen. Die Tiere waren synchronisiert. Zusatzlich
wurden 10 synchronisierte Milchkihe mit gesextem Sperma mittels SIFT® be-
samt. Um die Befruchtungsfahigkeit der Spermien aus dem Nanostraw zu Uber-
prifen wurden, in einem zweiten Versuchsabschnitt, sechs spontan brinstige
Farsen und neun Milchkiihe mit kryokonserviertem Sperma aus dem Nanostraw

in den Eileiter besamt.

Alle ausgewahlten Bullen waren nachkommengeprtift, daher konnte davon aus-
gegangen werden, dass ausschlieBlich fruchtbare Bullen in dem Versuch getes-

tet wurden (siehe Kapitel 3.1.1).
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5.1 Laboruntersuchungen

5.1.1 Versuch 1: Screeningversuche zur Entwicklung eines angepassten
Kryokonservierungsprotokolls mit einer volumenreduzierten

Spermaportion im Nanostraw

In diesem Versuch wurden die optimale Einfriergeschwindigkeit sowie der ei-

gentliche Nanostraw entwickelt und konfiguriert.

Der Nanostraw besteht aus einem PTFE-Schlauch. Zum Schutz vor Tempera-
turschwankungen wahrend des Einfriervorgangs durch unregelmafige Stick-
stoffvolumeneinstrome, wurde der Straw mit einem handelsiblichen 0,5 ml
Straw verpackt und verschweil3t. Die Befullung des Nanostraws erfolgte Uber
Druck durch eine Spritze mit Kanule, um eine gleichmaRige Aufnahme der
Spermasuspension in den Straw zu gewahrleisten. Innerhalb des Versuches
wurde zudem jeder Straw nach Anpassung an 5°C Uber 2 Stunden von Hand in
einem 5°C Kuhlraum befullt. Aufgrund der minimalen Grélie des Nanostraws
konnten Beruhrungen und somit Temperaturschwankungen innerhalb des

Straws jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Fiar eine Etablierung des Nanostraws in kommerziellen Besamungsstationen,
sollten dessen Beflllung und Verschweil’en automatisiert werden. Dabei konnte
der handelsublich kaufliche 25 m lange PTFE-Schlauch mittels Sog in einem
Arbeitsschritt mit der Spermasuspension befillt werden und daraufhin in 11 cm
Intervalle mit Hilfe eines Messers abgetrennt werden. Dabei sollte der Nano-
straw wiederum mdglichst wenig bertuhrt werden, um Temperaturschwankungen
zu vermindern. Des Weiteren ist eine Uberpriifung der Temperatur des Ver-
schweillgerates zu empfehlen. Spezifische Geratekonfigurationen fir die Pra-
paration von Nanostraws existieren gegenwartig nicht. Das genutzte Gerat ,Ult-
raseal 21TM" ist fir handelslibliche 0,25 ml und 0,5 ml Pailletten entwickelt.
Das Verschweil3en eines Straws mit einem so geringen Durchmesser konnte zu
Veranderungen in der Struktur des Kunststoffs und somit in der Durchlassigkeit
des Materials fuhren. Innerhalb des Versuches konnte teilweise ein Kondens-
wassereintritt in die Nanostraws beobachtet werden, da die Spermien in der

spateren morphologischen Untersuchung aufgerollte Schwanze aufzeigten, was
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bedingt durch die Veranderung des pH-Wertes im Verdunnermedium zu einer
herabgesetzten Befruchtungsfahigkeit der Spermien fihren kann. Nach
WOELDERS (1997) liegt die optimale Einfriergeschwindigkeit flir Bullensperma
bei 100°C/min. ROBBINS ET AL. (1976) empfehlen eine Einfriergeschwindigkeit
von 26,3°C/min. Im vorliegenden Versuch wurde mit einer am Institut fur Nutz-
tiergenetik gangigen Einfrierkurve Kurve A begonnen (Kapitel 3.2). Nach einer
Anpassungszeit von 2 Stunden bei 5°C wurden die Straws im Einfrierautomaten
mit einer Gefriergeschwindigkeit von 3°C/min auf -8°C heruntergekuhlt. Es folg-
te ein einminutiger Haltepunkt bei -8°C. Daraufhin wurde das Sperma erst in
Schritten von 20°C/min und ab -120°C in Schritten von 10°C/min auf -140°C
heruntergekihlt. AnschlieRend erfolgte eine Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff.
Nach dem Auftauen zeigte sich, dass die Qualitatsparameter Motilitat, Membra-
nintegritat und Morphologie des Spermas im Nanostraw nach dem Auftauen
nicht den Qualitatsanforderungen entsprachen. Der Anteil motiler Spermien
nach dem Auftauen aus dem Kontrollstraw lag um 27,8% Uber dem des Nano-
straws. Da der Kontrollstraw Uber ein Volumen von 230 pl je Straw verflgte,
wurde vermutet, dass das geringe Volumen der Spermasuspension in dem Na-
nostraw zu schnell gefriert und es hierdurch zu einer verfrihten Kapazitation
der Spermien kommt. Die verfrihte Kapazitation hatte WATSON (2000) in seiner
Versuchsanordnung postuliert. Eine zu schnelle Gefriergeschwindigkeit flhrt
dazu, dass das intrazellulare Wasser die Zelle nicht schnell genug entspre-
chend ihres Gradienten verlassen kann und es somit zur einer intrazellularen

Eiskristallbildung kommt (SWELUM ET AL., 2011).

Durch eine erste Reduzierung der Gefriergeschwindigkeit aus Kurve A ab -8°C
in 10°C-Schritten pro Minute auf -120°C entstand Kurve B. Der Anteil motiler
Spermien aus dem Nanostraw verbesserte sich um 23,3% auf 45,4 % nach
dem Auftauen. Der Anteil motiler Spermien aus dem Kontrollstraw verbesserte
sich ebenfalls auf 62%. Betrachtet man alle Gefrierkurven in Abbildung 7, so
beobachtet man eine deutliche Verlangsamung der Einfriergeschwindigkeit ent-
lang der Kurven. Bei der Kurve C erfolgte eine weitere Verlangsamung ab -8°C
in 5°C-Schritten pro Minute. Die Folge war wieder eine leichte, jedoch nicht sig-

nifikante, Verbesserung des Anteils motiler Spermien sowie des Anteils morpho-
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logisch- und akrosomintakter Spermien. Der Anteil membranintakter Spermien

Uberstieg aber 50% nicht.

Da der Nanostraw lediglich einen sehr kleinen Innendurchmesser besitzt und
dadurch Uber ein deutlich vermindertes Oberflachen-Volumenverhaltnis verfugt,
hat der Nanostraw ein anderes Warmeleitfahigkeitsverhalten. Daher kam die
Vermutung auf, dass die Verringerung des Durchmessers des Straws sowie die
Verminderung der Spermasuspension im Straw eine Veranderung des Kristalli-
sationspunktes nach sich zieht. Um den Kristallisationspunkt des Nano-
strawmediums festzustellen, wurde ein Temperaturfuhler PT-100 im Nanostraw
eingesetzt und ein Testprogramm zur Feststellung der probenspezifischen Kris-
tallisationstemperatur eingesetzt. Der Kristallisationspunkt konnte nicht ge-
funden werden, da das Medium durch den Fuhler aus dem Nanostraw ver-
drangt und lediglich die Umgebungstemperatur gemessen wurde. Erfahrungs-
werte haben gezeigt, dass die Kristallisation bei Bullensperma zwischen -7° und
-15°C liegt. Da das Sperma im Nanostraw im Bereich von 5° bis -8°C vermutlich
zu schnell gekuhlt wurde, wurde dieser Schritt von -3°C-Schritten auf 1°C pro
Minute heruntergesetzt (Kurve D). Der Anteil motiler Spermien verbesserte sich
daraufhin von 48,4% auf 50,4% im Nanostraw und im Kontrollstraw von 64,1%
auf 71,9%. Eine ahnliche Steigerung war im Anteil morphologisch und akro-

somintakter Spermien zu verzeichnen.

Der Anteil membranintakter Spermien verbesserte sich mit der Verringerung der
Einfriergeschwindigkeit beim Sperma aus dem Nanostraw von Kurve A mit
41,5% auf 45,7% in Kurve B. Der Anteil membranintakter Spermien aus dem
Kontrollstraw verbesserte sich von 57,5% auf 59,3%. Kurve D zeigte eine kleine

Erhéhung des Anteils membranintakter Spermien aus dem Nanostraw.

Der Einfrierautomat ,lce Cube 14 S* blast den Stickstoff aus einem Schacht, der
seitlich am Boden angebracht ist, in den Automaten ein. Uber einen Ventilator
wird dieser dann in der Kammer verteilt. Bei jeder Temperaturstufe ist ein star-
ker Stickstoffeinstrom zu beobachten. Der Behalter mit den Nanostraws befin-
det sich unmittelbar vor dem Schacht durch den der Stickstoff eintritt. Ein star-
ker Einstrom flhrt dabei vermutlich zu einem plétzlichen Gefrieren bzw. einer

starken Kuhlung der Spermasuspension im Nanostraw mit anschlielender Er-
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warmung bei Verringerung des Stickstoffeinstroms. Es kommt zu Temperatur-
schwankungen im Nanostraw. Dieser ist zwar durch eine weitere handelsubli-
che 0,5 ml Paillette vor geringen Temperaturschwankungen etwas geschutzt.
Die schlechten Ergebnisse der Membranintegritat sprachen jedoch nicht fur ei-
ne ausreichende Isolierung. Daher wurde ein Windschutznetz fur den Einfrier-
automaten entwickelt (Abbildung 6). Dieses sollte den phasenweise auftreten-
den Stickstoffeinstrom besser verteilen und einen direkten Einstrom des
Stickstoffs auf die Nanostraws verhindern, um ein gleichmaflige Kihlung des
Nanostraws zu gewahrleisten. Ein gleichmalliger Stickstoffeinstrom in den Ein-
frierautomaten ist die Voraussetzung fur ein konstantes Abkuhlen und Gefrieren
des Spermas (WOELDERS, 1997). Tabelle 18 zeigt die Verbesserung des Anteils
membranintakter Spermien im Nanostraw durch den Einsatz des Stickstoffgit-
ters. Da der Automat den Haltepunkt bei -8°C mit dem Stickstoffgitter nicht kon-
stant halten konnte, wurde dieser aus der Kurve herausgenommen. Der Halte-
punkt bei -8°C dient dazu, den Inhalt des gesamten Straws annahernd auf eine
konstante Temperatur zu kihlen und der Kristallisationswarme entgegenzuwir-
ken und den Aggregatzustand nicht wieder in den flissigen Bereich zu Uberfih-

ren.

Die Kristallisationswarme entsteht, wenn sich der Aggregatzustand von flussig
zu fest andert. Durch die Zugabe von 6,4% Glyzerin im Verdinner wurde der
Gefrierpunkt des Mediums herabgesetzt. Die Senkung des Gefrierpunktes fuhr-
te zu einem hoheren Anteil nicht gefrorener Fraktionen in der Verdinnerldsung.
Die Hyperosmolariat wurde herabgesetzt und somit Zellschaden reduziert. Ver-
suche, die Glyzerinkonzentration im Verdinnermedium des Nanostraws auf 5%
herabzusetzen, um die toxische Wirkung des Glyzerins nach dem Auftauen zu
mindern und osmotische Schwankungen, die zu einer verminderten Motilitat
fuhren, zu verhindern, fihrten zu keinem Erfolg. Eine Erhéhung der Glyzerin-
konzentration auf 7% und 7,5% sollte theoretisch die Schutzwirkung wahrend
des Einfrierprozesses verbessern. Da der Nanostraw mit nur wenigen Mikroli-
tern Spermasuspension geflillt ist, sollte die Erhéhung der Glyzerinkonzentrati-
on die Hyperosmolaritat im Medium vermindern und die Spermien vor dem Ge-
frieren schutzen. Eine Erhdhung verbesserte die Motilitat und die

Membranintegritat der Spermien nicht.

90



Diskussion

5.1.2 Auftauen der Nanostraws

Das Auftauen der Nanostraws erfolgte bei Raumtemperatur. Die meisten Stu-
dien empfehlen ein Auftauen der handelslblichen in der Praxis eingesetzten
Pailletten mit einem Fassungsvermogen von 230 pl im Wasserbad bei 33-37°C
fur einen Zeitraum von 30-45 Sekunden (SENGER ET AL., 1983; CHANDLER ETAL.,
1984). Andere Autoren sehen keine Verschlechterung der NRR und somit keine
EinbuRen in den Spermaqualitatsparametern nach dem Auftauen der Straws

bei Raumtemperatur (KAPROTH ET AL., 2005).

Gegen ein Auftauen im Wasserbad sprechen die dabei méglicherweise auftre-
tenden Temperaturschwankungen in der weiteren Verarbeitung des Spermas.
Nach dem Auftauen bei 37°C wirde das Sperma beim Abfullen in die Eppen-
dorfgefalRe wieder leicht an die Raumtemperatur angepasst werden. Es kdme
zu Temperaturschwankungen, welche eine hyperosmotische Belastung nach
sich ziehen kdnnten (SENGER ET AL., 1983). Zudem flihrte das Auftauen des Na-
nostraws im Wasserbad bei 37°C zu unzureichenden Spermagqualitatsparame-
tern. Grund dafur ist vermutlich die noch nicht ausgereifte Verpackung bzw. das
Verschweilen des Nanostraws. Nach dem Auftauen im Wasserbad, waren teil-
weise 70% morphologische Veranderungen in Form von aufgerollten Schwan-
zen der Spermien zu erkennen, die einen Eintritt des Wassers in die Sperma-
suspension und somit eine zu starke Veranderung der Osmolaritat vermuten

lieRen.

Da sich in jedem Nanostraw lediglich ca. 20 yl Spermasuspension befand, er-
folgte das Auftauen bei Raumtemperatur. Durch die Veranderung des Oberfla-
chen-Volumen-Verhaltnisses taute das Sperma so bereits nach wenigen Se-
kunden auf und konnte sofort verarbeitet werden. Zudem erleichterte das

Auftauen an der Luft den spateren Einsatz in der Praxis.
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5.1.3 Versuch 2: Qualitatsuberprufung der in Versuch 1 entwickelten
Kuhlkurve und der tiefgefrorenen Spermien im Nanostraw mittels

etablierter Laborverfahren

Ausgehend von den Ergebnissen des ersten Versuchsabschnitts erschien die
Gefrierkurve D+ am ehesten geeignet. Im folgenden Thermoresistenztest sollte
die Langlebigkeit und Belastbarkeit der Spermien getestet werden. Dabei zeigte
der Faktor Bulle einen signifikanten Effekt (p<0,01) auf den Anteil motiler und
progressiver Spermien sowie den Anteil Pl-negativer Spermien. Dieses Er-
gebniss wurde durch mehrere Arbeitsgruppen bestatigt, die einen Bulleneffekt
auf die Qualitdt und Befruchtungsfahigkeit der Spermien nach dem Auftauen
zeigten (JANUSKAUSKAS ET AL., 1996; KATHIRAVAN ET AL., 2011). Die bei diesem
Versuch verwendeten Bullen gehdren der Rasse Deutsch Holstein an. Der Bulle
A war noch jung und verfugte lediglich Uber einen genomischen Zuchtwert. Der
Bulle B konnte bereits Tochter- bzw. Nachkommenleistungen aufweisen (Tabel-
le 5).

Der Anteil motiler Spermien des Bullen A aus dem Nanostraw lag nach dem
Auftauen im Durchschnitt bei 51,1%, der des Bullen B bei 48,5%. Dies ent-
spricht den Minimalanforderungen von mindestens 50% an die Einzelspermien-
beweglichkeit (RATH ET AL., 2009). Die Qualitatsanforderungen nach RATH ET AL.
(2009) gelten fur geschlechtsspezifisch differenzierte Spermien. Sie dienten in
dieser Arbeit lediglich als Anhaltspunkt fir die Qualitatsanforderungen der
Spermien aus dem Nanostraw. Die geforderten 30% motile Spermien im Ther-
motoleranztest nach drei Stunden konnten mit den Spermien aus dem Nano-
straw beider Bullen erflllt werden. Bei beiden Tieren war jedoch ein signifikant
héherer Anteil motiler Spermien aus den Kontrollstraws zu verzeichnen. HALLAP
ET AL. (2006) erzielten 67,2% motile Spermien nach dem Auftauen bei Bullen
der Rasse Deutsch Holstein. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit dem Anteil

motiler Spermien aus den Kontrollstraw in diesem Versuch.

Die Linearitat (LIN) der Spermien nahm bei beiden Bullen nach drei Stunden ab
und stieg dann wieder an. Die Linearitat ist ein Parameter der mittels CASA
gemessen wird. Er beschreibt das Verhaltnis der kurzesten Distanz (VSL), die

das Spermium wahrend der Messung zurlicklegt und der kurvolinearen Ge-
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schwindigkeit (VCL) des Spermiums in Prozent (KATHIRAVAN ET AL., 2011). Auf-
fallig war, dass dieser prozentuale Anteil bei beiden Bullen nach drei Stunden
auf dem Warmeblock abfallt, um dann nach sechs Stunden wieder anzusteigen.
Dies ist ebenfalls bei der Straightness (STR) (VSL/VAP x 100) zu beobachten.
Spermien, die den Eileiter erreichen sind nicht sofort befruchtungsfahig. Sie
durchlaufen zunachst den Prozess der Kapazitation. Es kommt zur Entfernung
der schutzenden Proteinschicht (Dekapazitationsfaktoren), was die Zellmemb-
ran zuganglich fur die lipidbindenden Proteine des Eileiters macht. Diese bewir-
ken einen Cholesterinefflux. Kalzium-lonen stromen durch aktivierte lonenkana-
le in die Zelle. Es kommt zur Phosphorylierung von Proteinen und zu einer
Destabilisierung der Zellmembran und Erschépfung des Spermiums. Unterstitzt
wird die Kapazitation durch eine Hyperaktivierung der Spermien, um der Eizelle
entgegen zu schwimmen (TOPFER-PETERSEN, 2007). Nach MORTIMER UND
MoORTIMER (1990) ist die Kopfbewegung des Spermiums abhangig von der
Krummung und dem Bewegungsmuster des Flagellums. Die Arbeitsgruppe un-
tersuchte das Bewegungsmuster humaner kapazitierter Spermien und stellte
einen Anstieg der Werte VCL und ALH in Kombination mit einem Abfall der Li-
nearitat als einen Indikator fur eine Hyperaktivierung der Spermien fest. Andere
Arbeitsgruppen machten sich diesen Indikator zur Nutze und bestatigten eine
Hyperaktivierung mit Abfall der LIN und Anstieg der Werte VCL und ALH
(MARQUEZ UND SUAREZ, 2007; KATHIRAVAN ET AL., 2011). Verbunden mit dem Ab-
fall der LIN der Spermien aus dem Nanostraw ist in dieser Arbeit ein erhdhter
VCL-Wert sowie eine Erhéhung des ALH-Wertes zu sehen. Dieses konnte flr
eine frlhzeitige Kapazitation der Spermien nach drei Stunden auf dem Ther-
moblock und somit fur eine verfrihte Hyperaktivierung der Spermien sprechen.
So sind vermutlich die Spermien durch den Prozess der Kryokonservierung ge-
schadigt worden und beginnen daher teilweise innerhalb von drei Stunden mit
der Kapazitation gefolgt von einer Akrosomreaktion. Nach sechs Stunden
kommt es wieder zu einem Anstieg der Linearitat. Ubrig geblieben sind vermut-
lich die Spermien, die den Einfrierprozess ohne Schaden an der Kopfkappe
uberstanden haben und nun durch normale physiologische Belastungen ihre
Motilitat bzw. ihre Kopfkappe verlieren. Dafir spricht der Wert des Anteils
membranintakter Spermien des Bullen B, der nach drei Stunden 9% verliert,

wohingegen der Anteil Pl-negativer Spermien nach sechs Stunden sich nur
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noch um 2,5% verringert. Der Anteil membranintakter Spermien aus dem Kon-
trollstraw verringert sich beim Bullen A um 2% und beim Bullen B um 0,9% nach
drei Stunden auf dem Warmeblock. Dies stellt ebenso einen moglichen Beweis
fur die starken Belastungen der Kryokonservierung im Nanostraw und die mdg-

licherweise verfrihte Kapazitation dar.

Nach RATH ET AL. (2009) sollten die gesamtmorphologischen Veranderungen
direkt nach dem Auftauen unter 20% liegen. Die Spermien des Bullen A ent-
sprechen diesen Qualitatsanforderungen unmittelbar nach dem Auftauen aus
dem Nanostraw mit 18% Veranderungen sowie aus der Kontrolle mit 17% mor-
phologischen Veranderungen. Nach sechs Stunden auf dem 37°C Warmeblock
fallt der Anteil morphologisch veranderter Spermien nicht unter 30%. Der Bulle
B liegt mit 23% morphologischen Veranderungen der Spermien aus dem Nano-
straw Uber dem Grenzwert von 20% (RATH ET AL. 2009). Nach sechs Stunden
wiesen die Spermien aus dem Nanostraw zu 35% morphologische Veranderun-
gen auf. Die Spermien der Kontrolle erfillen jedoch die Anforderungen der
Spermaqualitdtsparameter. Im Anteil akrosomintakter Spermien lagen beide
Bullen tUber den geforderten 10% sowohl beim Nanostraw als auch bei der Kon-
trolle. Hierbei ist aufzufiihren, dass der Bulle A bessere Qualitatsparameter in
der Morphologie vor dem Einfrieren als Bulle B aufwies. Insgesamt bestatigen
diese Ergebnisse die Vermutung einer verfruhten Kapazitation der Spermien

aus dem Nanostraw.

Wahrend des Einfrierens und Auftauens entstehen freie Sauerstoffradikale
(ROS). Bei einem Uberschuss dieser Radikale kommt es zu Lipidoxidationen an
der Zellmembran der Spermien. Die Folge sind morphologische Veranderungen
sowie eine reduzierte Motilitdt der Spermien (SIKKA, 1996; BILODEAU ET AL.,
2000; BUCAK ET AL., 2010). Um dies zu verhindern, wurde in den eigenen Versu-
chen dem Verdinnungsmedium das Antioxidans Katalase zugegeben. Antioxi-
dantien wirken als Radikalfanger fur die ROS und schitzen die Spermien vor
morphologischen Veranderungen. Bei Radikalen handelt es sich um Molekule
mit ungepaarten Elektronen, die sich beispielsweise aus Wasserstoffperoxid
bilden kbnnen (WHITE, 1993). Da ungepaarte Elektronen quantenchemisch un-

gunstig sind, sind diese Substanzen hochreaktiv. Folglich kdnnen Radikale

94



Diskussion

wichtige DNA-, Protein- und Kohlenhydratstrukturen verandern. Das bei der
Lipidoxidation entstehende Wasserstoffperoxid wird dabei in Sauerstoff und
Wasser umgesetzt und auf diese Weise eine Radikalbildung vermieden. Die
Zugabe von Katalase verbessert die Motilitat und die Membranintegritat der
Spermien nach dem Auftauen (WHITE, 1993). Um die Qualitatsparameter aus
dem Nanostraw weiter zu optimieren, besteht die Moglichkeit, den Anteil an An-
tioxidantien oder ahnlichen Zusatzen im Verdunnungsmedium zu erhohen bzw.
zu verandern. Eine Moglichkeit ware das Antioxidans Licopen, das zur Klasse
der Karotinoide gehort. Karotinoide sind eine bedeutende Gruppe von naturli-
chen Antioxidantien (KRINSKY, 1989). MANGIAGALLI ET AL. (2007) setzten zur Ver-
besserung der Haltbarkeit von Gefliigelsperma 500 pg Licopen/ml dem Verdun-
nungsmedium zu. Die Ergebnisse zeigten eine erhdhte Lebensfahigkeit nach
6- bis 24-stindiger Lagerung der Spermien im Wasserbad bei 14°C. Eine weite-
re Mdglichkeit, die Spermaqualitatsparameter nach dem Einfrieren zu verbes-
sern, ist die Zugabe von VitaminB4; zum Verdinnungsmedium. In einer Studie
konnte die Arbeitsgruppe Hu ET AL. (2011) zeigen, dass eine Zugabe von
2,50 mg/ml Vitamin B12 zum Verdunner die Motilitat, die Membranintegritat und
den Anteil akrosomintakter Spermien signifikant verbessern kann. Sie kamen zu
dem Ergebnis, dass Vitamin B1, den oxidativen Stress, der durch das Einfrieren

verursacht wird, vermindert und die Lebensfahigkeit der Spermien verbessert.

5.1.4 Beurteilung Nanostraw

Der Strawtyp wirkt sich wahrend des gesamten Thermoresistenztests signifikant
(p=<0,001) auf den Anteil motiler, progressiver, membranintakter und den Anteil
morphologisch und akrosomintakter Spermien aus. Dieses Ergebnis bestatigt
den signifikanten Unterschied zwischen den Qualitatsparametern aus dem Na-
nostraw und der Kontrolle Uber den gesamten Zeitraum. Jedoch entsprechen
die Ergebnisse der Motilitat und Morphologie des Nanostraws den Qualitatsan-
forderungen einer kunstlichen Besamungsportion nach RATH ET AL. (2009). Der
Anteil motiler Spermien liegt bei beiden Bullen nach drei Stunden Inkubation bei
37°C Uber 30%. Gleiches gilt fur den Anteil morphologisch veranderter Sper-

mien, der bei beiden Bullen nach dem Auftauen weniger als 20% betrug.
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Nach CURRY (2000) uberleben trotz eines guten Einfrierprotokolls nur 50% der
kryokonservierten Spermien nach dem Auftauen. In der vorliegenden Arbeit
Uberlebte mehr als die Halfte der kryokonservierten Spermien aus dem Nano-
straw. Eine Ubliche Besamungsportion enthalt 15 x 108 Spermien pro Straw im
Gegensatz zu 0,5 x 10° Spermien aus dem Nanostraw. Nach HoLT (20008) ver-
lieren Spermien, die durch die Kryokonservierung beschadigt wurden, nicht ihre
Befruchtungsfahigkeit. Sie sind lediglich nicht mehr in der Lage, die physiologi-
sche Passage durch den Uterus zu vollziehen. Veranderungen an den Sper-
mien durch Kryokonservierung sind meist kompensierbar, da haufig nur ihre
Vorwartsbeweglichkeit eingeschrankt ist (BERELING, 2001). Eine Verkurzung des
von den Spermien zurickzulegenden Weges, z.B. durch laparoskopische Be-
samung, kann nach HoLT (2000B) zu besseren Befruchtungsergebnissen flh-
ren. Somit konne auch die Gefahr der Abwehr- und Immunreaktionen des Ute-
rus als Reaktion auf kapazitierte Spermien umgangen werden (ZERBE ET AL.,
2003). Umso wichtiger ist daher eine mdglichst nahe Ubertragung der Spermien

an den Ort der Befruchtung zum richtigen Besamungszeitpunkt.

Insgesamt erflllten die Spermien aus dem Nanostraw die Mindestanforderun-
gen an die Spermaqualitat. Bei einer Weiterentwicklung des Nanostraws sollte
die bereits erwahnte Abflllung automatisiert werden, um Temperatur-

schwankungen zu vermeiden.

Im Anteil motiler, progressiver und membranintakter Spermien ist ein signifikan-
ter Effekt (p<0,05) des Bullen im Thermoresistenztest zu erkennen. Somit
scheinen nicht alle Bullen fur die Tiefgefrierung in kleinen Volumina geeignet zu
sein. Dabei ist jedoch darauf hinzuweisen, dass die Qualitatsparameter des Bul-
len B nicht als schlecht flr die Besamung anzusehen sind. Eine Erhéhung der
Spermien pro Paillette kdnnte hierbei die Spermamangel hinsichtlich der Motili-
tat und der Membranintegritat in vivo kompensieren (BERELING, 2001). Dabei ist
darauf hinzuweisen, dass die auch bei der Kryokonservierung in den handels-

ublichen Pailletten nicht alle Bullen TG-tauglich sind (KATHIRAVAN ETAL., 2011).
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5.2 Einsatz von Sperma aus Nanostraws fiir SIFT®

5.2.1 Versuch 3: Besamungsversuch SIFT®- Frischsamen (gesext)

Die mit dem CASA-System ausgewerteten Daten ermdglichen eine Einschat-
zung der Bewegungsfahigkeit der Spermien. Das CASA Ubermittelt eine Viel-
zahl von Qualitatsparametern. Inwieweit diese eine Aussage Uber die potentielle
Befruchtungskompetenz  erlauben, ist jedoch nicht bekannt. Nach
JANUSKAUSKAS ET AL. (2001) und CONTRI ET AL. (2010) ist der prozentuale Anteil
motiler Spermien der am aussagekraftigste Parameter. Samtliche im Versuch
verwendeten Ejakulate wurden daher unmittelbar vor der Besamung erneut un-

ter dem Mikroskop subjektiv auf ihren Anteil motiler Spermien hin untersucht.

In einem ersten Versuchsabschnitt wurden 16 Farsen, nach vorheriger hormo-
neller Brunstinduktion, mit Frischsperma der zwei leistungsgepriften Bullen be-
samt. Die Ergebnisse zeigten, dass ein Fruchtbarkeitsunterschied zwischen den
verwendeten Bullen bestand. Bulle C erzielte eine Trachtigkeitsrate von 57%,
Bulle D eine von 22%. Dieses Ergebnis bestatigte Untersuchungen andere Au-
toren, die einen starken Einfluss des Bullen auf den Trachtigkeitserfolg bei sor-
tiertem Sperma sehen (SEIDEL AND SCHENK, 2008; DEJARNETTE ET AL., 2008).
MONCH-TEGEDER (2011) konnte im Gegensatz dazu keinen signifikanten Frucht-
barkeitsunterschied durch den Einsatz von geschlechtsdifferenziertem Sperma
vier geprufter Bullen sehen. Er begrindete dies durch die in seinem Versuch
eingesetzten Bullen, die zuvor auf ihre Fruchtbarkeit geprift wurden und einer
strengen Vorauswahl aufgrund spermatologischer Untersuchungen unterlagen.
FRIJTERS ET AL. (2009) stellten fest, dass die Bullen sich nicht nur unterschied-
lich sortieren lassen, sondern eine Verringerung der Besamungsportion einen
bullenindividuellen Effekt nach sich ziehen kann und somit kleinere Be-
samungsportionen die Trachtigkeitsrate negativ beeinflussen. Die Verwendung
von fruchtbaren Bullen, die sich zudem noch gut sortieren lassen, ist daher Vo-
raussetzung fiir gute Trachtigkeitsraten (FRIJTERS ET AL., 2009). Fiir den SIFT®-
Versuch wurden daher zwei leistungsgeprifte Bullen verwendet. Entsprach ein
Ejakulat jedoch nicht den Mindestanforderungen nach RATH ET AL. (2009), so

wurde es nicht fiir die Ubertragung in den Eileiter verwendet.
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Insgesamt zehn Kihe wurden zusatzlich mit gesextem Sperma des Bullen D
mittels SIFT® besamt. Es wurde eine Trachtigkeitsrate von 33% erzielt. Dabei
zeigte die Verwendung der unterschiedlichen Besamungsdosen einen Effekt auf
die Fruchtbarkeit. Die Halfte der Tiere wurde mit 500.000 Samenzellen pro Por-
tion tragend und 16% der Tiere mit 250.000 Samenzellen. Dies spricht fur die
Aussage von FRIJTERS ETAL. (2009), die den Einfluss der Gro3e der Besamung-
sportion als bullenabhangig und fruchtbarkeitsrelevant ansahen. Auch wenn
reduzierte Spermienzahlen nicht zwangslaufig zu schlechteren Besamungspor-
tionen fuhren, wird bei einigen Autoren ein dosisabhangiger Fruchtbarkeitserfolg
beschrieben (ANDERSSON ET AL., 2004). Die besseren Trachtigkeitsergebnisse
mit einer hdheren Besamungsdosis sprechen zudem fur kompensierbare Scha-
digungen an den Spermien durch den Sortiervorgang. Gegen nicht kompen-
sierbare Spermamangel an geschlechtsdifferenziertem Sperma spricht zudem
eine Arbeit von KLINC (2005). In seinen Untersuchungen waren die Trachtig-
keitsraten zwischen der Kontrollgruppe, die mit konventionellem Sperma be-
samt wurde, und der Gruppe, die gesexte Besamungsdosen erhielten, ver-
gleichbar (KLINC, 2005).

In beiden Besamungsversuchen wurden nur geringe Tierzahlen verwendet. Der
bullen- und dosisabhangige Effekt ist daher nicht statistisch zu untermauern.
Ein Trend Iasst sich jedoch damit aufzeigen. Alle tragenden Tiere hatten 24
Stunden nach der Ubertragung der Spermien in den Eileiter ovuliert. Die Uber-
lebensfahigkeit der Eizelle betragt 6-7 Stunden. Da Alterungsvorgange der Ei-
zelle eine erhohte embryonale Mortalitat zur Folge haben, sollten die Spermien
daher auf die Eizelle ,warten®. Eine befruchtungsfahige Spermienpopulation hat
sich jedoch erst 6-7 Stunden nach kunstlicher Besamung im Eileiter etabliert
(SAACKE ET AL., 2000; SAACKE, 2008). Durch die Ubertragung der Spermien in
den Eileiter durch SIFT® verringert sich der Weg der Spermien. Sie gelangen
direkt in das Spermienreservoir und kénnen sich auf die Akrosomreaktion und
somit die Penetration der Eizelle vorbereiten. Nach Untersuchungen von
SAACKE ET AL. (2000) fuhrten konventionelle Besamungen zu Beginn der Brunst
bzw. Duldung zu geringen Trachtigkeitsraten. Die Embryonen sind dabei jedoch
als qualitativ gut einzustufen, da die Spermien bei Eintreffen der Eizelle bereits

im Spermienreservoir gereift sind und sofort fur die Befruchtung bereit stehen.
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Die Besamung muss durch die Methode SIFT® vermutlich spater als bei einer
kinstlichen Besamung in den Uterus erfolgen. Somit wird die Wahrscheinlich-
keit erhdht, dass sich moglichst viele vitale Spermien im Eileiter befinden und
die Eizelle kurz nach ihrem Eintreffen im Eileiter befruchtet wird. Eine Besa-

mung zum Zeitpunkt der Ovulation ware dabei von Vorteil.

Die geringen Trachtigkeitsraten von 33% lassen sich mdglicherweise durch die
vorherige Nutzung der Tiere in anderen reproduktionsbiotechnischen Versuchen
begriunden. Fast alle Kihe wurden zuvor mehrfach fir OPU oder Embryospu-
lungen genutzt. Die Tiere wurden hierfur hormonell behandelt. Aufgrund der
mehrfachen Nutzung und dem Einsatz von Hormonpraparaten kann es zu Zyk-
lusstérungen kommen, die den spateren Fruchtbarkeitserfolg negativ beeinflus-

sen.

5.2.2 Versuch 4: Besamungsversuch SIFT® TG- Sperma

Nach SIFT® mit TG-Sperma des Bullen A wurden 40% der fiinf besamten Far-
sen tragend. TG-Sperma des Bullen B wurde nur flr die Besamung eines Tie-
res verwendet. Die durchschnittliche Trachtigkeitsrate bei Kihen betrug fur bei-
de Bullen 33%.

Wie bereits in dem Frischsamenversuch festgestellt, wurden nur die Tiere tra-
gend, die nach 24 Stunden ovuliert hatten. Die Besamung erfolgte mindestens
24 Stunden nachdem die Techniker vor Ort anhand der Brunstanzeichen diese
als ,brinstig“ eingestuft hatten, um die Insemination mdglichst nah an dem
Ovulationspunkt auszurichten. Die Befruchtungsfahigkeit der Spermien aus
dem Nanostraw wurde anhand der Trachtigkeiten bestatigt. Es konnte kein bul-
lenindividueller Effekt gezeigt werden. Dies widerspricht den Ergebnissen von
GROSSFELD ET AL. (2011B), die bei 103 Milchkihen Sperma in den Eileiter Gber-
trugen und von einem starken Einfluss des Bullen auf den Trachtigkeitserfolg

berichteten.

Bulle A zeigte einen um 8% hdheren Trachtigkeitserfolg beim Vergleich der kon-
ventionellen Besamung mit SIFT®. Bulle B fiihrte bei Verwendung von SIFT®
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und somit bei einer Volumen- und Mengenreduzierung zu knapp 20% schlech-
teren Fertilitatsraten im Vergleich zur konventionellen Besamung. Dies bestatigt
auch hier die Aussage mehrerer Autoren, die von einem dosisabhangigen und
bullenabhangigen Befruchtungserfolg, sprechen (ANDERSSON ET AL., 2004;
FRIUTERS ETAL., 2009).

Fur die Besamung der Tiere wurden jeweils zwei Nanostraws gepoolt. Ziel war
es, Spermamangel zu kompensieren, die mdglicherweise durch den Kryokon-
servierungsprozess auftraten. Empirisch wurde dies jedoch nicht festgestellt.
Kompensierbare Schadigungen der Spermien kénnen durch die direkte Uber-
tragung der Spermien in den Eileiter mittels SIFT® umgangen werden. Pro Be-
samungsportion wurden in diesem Versuch ca. 1 Mio. Spermien Ubertragen.
Fir spatere Versuche sollte die Besamungsdosis auf 1,5 Mio. Spermien leicht
erhdht werden, um kompensierbare Schadigungen der Spermien bedingt durch

die Kryokonservierung auszuschliel3en.

5.3 AbschlieRende Beurteilung SIFT®

Fir den effektiven Einsatz von Spitzengenetik ist der Einsatz einer reduzierten
Spermienzahl interessant (DEN DAAS ET AL., 1998). Durch die neu entwickelte
Methode SIFT® lassen sich die Besamungsportionen ohne Einbuf3en im Besa-
mungserfolg durchschnittlich auf 1 Mio. oder weniger Samenzellen pro Portion
minimieren (GROSSFELD ET AL., 2011B). Die Qualitatsparameter der Spermien
aus dem Nanostraw entsprachen den Mindestanforderungen von RATH ET AL.
(2009). Im Anteil motiler, progressiver und membranintakter Spermien war ein
signifikanter Effekt (p<0,05) des Bullen im Thermoresistenztest zu erkennen.
Somit scheinen nicht alle Bullen fir die Tiefgefrierung in kleinen Volumina ge-
eignet zu sein. FUr den Einsatz des Nanostraws in der Praxis ware daher ein
vorangehender Test der Bullen auf die Kryokonservierbarkeit im Nanostraw un-
erlasslich. Eine statistische Analyse des Befruchtungspotentials der Spermien in
Korrelation zu den erhobenen Daten im Labor war aufgrund der kleinen Tierzahl
in dieser Arbeit nicht moglich. Viele Autoren sehen die Motilitat (FARRELL ET AL.,

1998; JANUSKAUSKAS ET AL., 2001), andere die Morphologie (PHILLIPS ET AL.,
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2004) oder die Membranintegritat (CHRISTENSEN ET AL., 2005) als wichtigen La-
borparameter zur Vorhersehbarkeit der Befruchtungsfahigkeit des Ejakulates.
Die Befruchtungsfahigkeit der kryokonservierten Spermien aus dem Nanostraw
konnte anhand der positiven Trachtigkeiten bestatigt werden. Um die Fertilitat
der Spermien aus dem Nanostraw in vivo statistisch zu belegen, sollte ein grof3
angelegter Feldversuch folgen. Dieser kdnnte in Zusammenarbeit mit einer Be-
samungsstation erfolgen. Auf einem grof3en Milchviehbetrieb mit mindestens
2000 Kuhen in Laktation sollte jede zweite Kuh aus erster und zweiter Laktati-
on, die zur Besamung ansteht, mit SIFT®-Nanostrawspermien {ibertragen wer-
den. Die anderen Tiere aus erster und zweiter Laktation konnten als Kontroll-
gruppe dienen. Ein einheitliches Futterungsmanagement ist hierbei
Voraussetzung. Auch das Personal sollte fir die Durchfiihrung der Besamung

nicht wechseln.

Weitere Untersuchungen bezuglich des optimalen Besamungszeitpunktes bei
Verwendung der Besamungsmethode SIFT® sind unabdingbar. Die Ergebnisse
dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Ubertragung der Spermien méglichst nah
am Ovulationspunkt mit minimalen Spermaportionen erfolgreich ist. Wie bereits
erwahnt, sollten jedoch die Abfillung und Handhabung des Nanostraws opti-

miert und automatisiert werden, um sich in der Laborarbeit zu etablieren.

Die neu entwickelte Methode SIFT® stellt eine revolutionare Entwicklung in der
Rinderzucht dar. Die Besamungsportionen kénnen um bis zu 90% reduziert und
Jungbullen sowie geschlechtsdifferenziertes Sperma kann effizient eingesetzt
werden. Mit dem Nanostraw lassen sich die Spermienzahlen in tiefgefrorenen
Besamungsportionen ohne Einbufden im Besamungserfolg deutlich reduzieren
und nach den Qualitadtsanforderungen fir eine Besamungsportion nach RATH ET

AL. (2009) kryokonservieren.
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6 Zusammenfassung

Bislang wurden Bullen in der Milchrinderzucht anhand des Tochterleistungsver-
gleiches bewertet, was zur Folge hatte, dass die Zuchtwertschatzung erst nach
funf Jahren vorlag (REENTS UND REINHARDT, 2007). Durch die 2010 eingefihrte
genomische Zuchtwertschatzung werden Bullenkalber bereits in den ersten Le-
bensmonaten gepruft und die erfolgreichen Bullen ab einem Alter von 12 Mona-
ten zur Spermaproduktion von den Besamungsstationen eingesetzt. Zu beden-
ken ist dabei, dass Jungbullen unter 2 Jahren lediglich ein durchschnittliches
Ejakulatvolumen von 2-4 ml aufweisen und die Spermienkonzentration deutlich
unter der von Altbullen liegt. Es missen daher entweder mehr Jungbullen zum
Einsatz kommen oder die Besamungsportionen mussen in ihrer Spermienkon-
zentration reduziert werden. Eine am Institut fir Nutztiergenetik Mariensee ent-
wickelte Methode, der Sperm-Intra-Fallopian-Transfer (SIFT®), ermdglicht es,
minimal dosierte Spermaportionen unchirurgisch in den Eileiter zu Ubertragen
(GROSSFELD ET AL., 2011B). Ein wesentlicher Vorteil dieser Methode ist die Re-
duzierung des Besamungsvolumens unter Beibehaltung des Volu-

men/Mengenverhaltnisses.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, eine in Volumen und Spermienzahl reduzierte
Spermaportion neu zu konfektionieren und ein angepasstes Kuhl- sowie Ge-
frierprotokoll zu entwickeln. Hierbei sollten vergleichbare Auftauqualitaten wie in
einer Ublichen Besamungsportion erreicht werden. Die Qualitat des Spermas
wurde dabei sowohl unter Laborbedingungen als auch in Testbesamungen an

zufallig ausgewahlten Farsen und Kihen evaluiert.

In ersten Screeningversuchen wurde zunachst ein Tiefgefrierverfahren fur ge-
ring dosierte Verpackungssysteme (Nanostraw) mit einem Volumen bis 50 pl
entwickelt. Dabei sollten vergleichbare Auftauqualitdten Ublicher Besamungs-
portionen erreicht werden. Es wurden sechs verschiedene Kuhlkurven (A-D, D+
und E) entwickelt. Dabei zeigte sich, dass aufgrund der Stickstoff-
volumeneinstrome ein Haltepunkt bei -8°C in keiner der Einfrierkurven fur kleine
Volumina zu etablieren war. Dies ist u.a. auf die bauartbedingten Vorgaben des

verwendeten Einfrierautomaten zuriickzufihren. Ebenso wurde der Zusatz von

102



Zusammenfassung

7,5% Glyzerin im Verdunner bei dem Gefrierprotokoll D+ aufgrund der Datenla-
ge des Vorversuchs fur den Hauptversuch verworfen. Die Proben wurden bul-
lenindividuell erhoben, zur besseren statistischen Absicherung jedoch flr die
Auswertung zusammengefasst. Aus den Screeningversuchen erschien das
Kryokonservierungsprotokoll D+ fur den Nanostraw unter Laborbedingungen
am geeignetsten und wurde im Thermoresistenztest, der den Bedingungen im
Hinblick auf die Temperatur im Uterus bzw. Eileiter ahnlich ist, getestet. Weiter-
hin fand ein Vergleich der spermatologischen Qualitatsparameter nach dem
Auftauen zwischen der Kontroll- und der Nanostrawgruppe mit der Kuahlkurve

D+ im Thermoresistenztest statt.

Im praktischen Teil der Arbeit wurde die Methode SIFT® zunéchst anhand eines
Versuchs mit geschlechtsdifferenziertem Frischsamen praktiziert. Dabei wurden
20 Farsen mittelseiner Prid®a 1, 55g Progesteron-Spirale und zehn Kihe mit
einem Ovsynch Programm synchronisiert. In einem weiteren Besamungsver-
such konnte das Sperma aus den Nanostraws verwendet werden, das vorher
kryokonserviert worden ist. Es wurden nur spontan brunstige Farsen und Kuhe

in den Eileiter besamt.
Die Untersuchungen fuhrten zu folgenden Ergebnissen:

1) In den Screeningversuchen zeigte sich, dass der Anteil motiler Spermien
signifikant (p<0,05) abhangig von der Gefriergeschwindigkeit der Kiihlkurve war.
Der hochste Anteil motiler Spermien aus dem Nanostraw war in Kihlkurve D+
mit einem Anteil von 52,9% zu verzeichnen. Eine signifikante Zunahme des An-
teils membranintakter Spermien von Kurve A zu B und D zu D+ war zu be-
obachten. Die Halfte der Nanostrawspermien zeigten in der Kihlkurve D+ eine
intakte Membranintegritat. Die Kontrollspermien lagen bei 56,9%. In Kurve D+
zeigten 66,6% der Spermien aus dem Nanostraw keine morphologischen Ver-
anderungen, in der Kontrollgruppe waren dies 75,4%. Die Anderung der Glyze-
rinkonzentration im Verdinnungsmedium zeigte keine signifikante Verbesse-

rung der Spermaqualitatsparameter nach dem Auftauen.

2) Im Thermoresistenztest erreichten die Spermien aus dem Nanostraw in

allen gemessenen Parametern die Mindestanforderungen an die Spermaquali-
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tat nach Rath et al. (2009). So belief sich der Anteil membranintakter Spermien
aus dem Nanostraw nach dreistundiger Inkubation bei 37°C auf 56,4%, die
Kontrollstrawspermien lagen bei einem Anteil von 67,2%. Dabei zeigte der Fak-
tor Bulle einen signifikanten Effekt (p<0,01) auf den Anteil motiler und progres-
siver Spermien sowie den Anteil Pl-negativer Spermien. Mdgliche Effekte des
Bullen auf die Qualitat und Befruchtungsfahigkeit der Spermien nach dem Auf-
tauen =zeigten andere Versuchsanstellungen und Forschungshypothesen
(JANUSKAUSKAS ETAL., 1996, KATHIRAVAN ETAL., 2011).

3) In dem ersten Besamungsversuch wurden 20 Farsen und zehn Kuhen
geschlechtsdifferenziertes Sperma mit der Methode SIFT® in den Eileiter tiber-
tragen. 37,5% der Farsen und 33% der Kihe wurden tragend. Dabei konnte ein
bullenindividueller dosisabhangiger Effekt festgestellt werden. 50% der Kihe,
die mit 500.000 Samenzellen inseminiert wurden und 16% der Kuhe, die mit

250.000 Samenzellen besamt wurden, wurden tragend.

4) Im Besamungsversuch mit dem kryokonservierten Sperma aus dem Na-
nostraw wurden sechs spontan brunstige Rinder mittels SIFT®-Spermien in den
Eileiter Ubertragen. Alle Tiere wurden als Kalber fur die Follikelpunktion in einem
anderen Versuch verwendet. Funf Tiere wurden mit dem Bullen A besamt. 40%
der Tiere wurden tragend. Lediglich ein Tier wurde mit dem Bullen B besamt.
Das Trachtigkeitsergebnis war negativ. Die Kuhe wurden mit dem Bullen A

besamt, dieser erzielte eine Trachtigkeitsrate von 33%.
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7 Summary

To date in dairy cow breeding, bulls have been assessed by offspring perfor-
mance, which resulted in estimated breeding values only after five years
(REENTS AND REINHARDT, 2007). By introducing the so called genomic breeding
value established in 2010, bull calves are now tested within their first months of
living and successful bulls can be used for semen production at Al centres from
12 months of age on. It has to be considered that pubertal bulls only have an
average ejaculate volume of 2-4ml and that the sperm concentration is much
lower than in adult bulls. Therefore either more pubertal bulls need to be col-
lected for semen or the concentration in Al portions needs to be reduced. A
method established at the Institute of Farm animal Genetics in Mariensee,
Germany, Sperm-Intra-Fallopian-Tube (SIFT®) enables us to transfer minimal
sperm dosages non-surgically into the oviduct (GROSSFELD ETAL., 2011B). A cru-
cial part of this method is the reduction of the insemination volume perpetuating

the volume: quantity ratio.

The aim of this study was to develop a new method for packaging a volume and
sperm number reduced insemination portion and to establish an adapted cool-
ing and deep freezing protocol. Comparable thawing quality to conventional in-
semination portions was to be gained. The sperm quality was assessed under
laboratory as well as under field conditions in test inseminations with randomly

assigned heifers and cows.

A deep freezing procedure for low dosage confection systems (Nanostraw) with
a volume of up to 50ul was established in initial screening tests. Comparable
thawing qualities to conventional insemination portions should be accomplished.
Six different freezing curves (A-D, D+ und E) were developed. Thereby was
shown that due to the nitrogen influx into the cooling chamber, a holding point at
-8°C could not be established in any of the curves. This may arise from the
construction of the applied automatic freezer. Further the addition of 7.5% glyc-
erol to the extender, using protocol D+, was dismissed in the main trial due to
the data generated in the pretest. Samples were analyzed individually, but were

pooled for better statistical support. From the results of the screening test the
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protocol D+ appeared as suitable under laboratory conditions and was tested
with the thermo tolerance test, which simulates the temperature in the uterus or
the oviduct, respectively. The spermatological quality parameters between the
control and the Nanostraw group were analyzed after cryopreservation with the

protocol D+ and thawing.

For the practical part of the study, the SIFT® method was implemented with
fresh sexed semen. Twenty heifers were synchronized for ovulation using a
Prid®a 1,559 Progesterone spiral and ten cows using an ovsynch program, re-
spectively. In a further trial the semen from cryopreserved and thawed Nanos-
traws was used. Only spontaneous ovulating heifers and cows were inseminat-

ed into the fallopian tube.

In summary the investigations lead to the following results:

1) The screening trials showed that the fraction of motile spermatozoa signif-
icantly (p<0.05) depended on the freezing speed of the respective protocol. The
highest fraction of motile sperm (52.9%) from the Nanostraw was gained from
cooling curve D+. A significant increase in membrane integrity could be seen
between curve A and B as well as curve D to D+. 50% of the Nanostraw sperm
showed intact membranes after freezing with curve D+. The control group fea-
tured 56.9% membrane intact sperm. 66.6% of the Nanostraw sperm frozen
with protocol D+ showed no morphological changes. The control group showed
75.4% morphological intact spermatozoa. The modification of the glycerol con-
centration in the extender showed no significant improvement of the sperm vital-

ity parameters after thawing.

2) In the thermo tolerance test all sperm from the Nanostraw reached the
minimum standards for all measured parameters defined by Rath et al (2009).
Thus the fraction of membrane intact sperm added up to 56.4% for the Nanos-
traw after three hours of incubation at 37°C and 67.2% for the control straw,
respectively. Hereby the factor “bull” had a significant effect (p<0.01) on motility
and progressiveness as well as the number of Pl negative sperm. Putative ef-
fects of the bull on quality and fertility after thawing were shown in other trials

and research hypotheses (JANUSKAUSKAS ET AL., 1996; KATHIRAVAN ET AL., 2011).
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3) In the first insemination trial sexed semen was deposited by SIFT® method
into the oviduct of 20 heifers and ten cows. 37.7% of the heifers and 33% of the
cows became gravid. A bull dependent, dose response effect was identified.
50% of the cows, which were inseminated with 500,000 spermatozoa and 16%
of the cows, inseminated with 250,000 spermatozoa respectively, were ferti-

lized.

4) In the insemination trial with cryopreserved semen, six spontaneously ovu-
lating cows were inseminated by SIFT® into the oviduct with semen from the
Nanostraw. All animals had been used in trials for ovum collection by OPU
technique beforehand. Five animals were inseminated with semen from bull A.
Only one animal was inseminated with bull B and did not become gravid. The

group of animals inseminated with bull A yielded in a pregnancy rate of 33%.
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9 Anhang

9.1 Materialien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders ausgefuhrt, durch die Carl Roth
GmbH + CO (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

9.2 Zusammensetzung der Verdinner

TRIS-Sample: 199,98 mM Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan, 64,72 mM Zitro-
nensaure-Monohydrat, 95,5 mM D-Fruktose und 50 mg/l Gentamicin-Sulfat ver-

dinnt in zweifach destilliertem Wasser.

TRIS-Tragerflussigkeit: 197,13 mM Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan, 55,34
mM Zitronensaure-Monohydrat, 47,46 mM D-Fruktose, 0,058 g Penicillin G und
0,05 g/l Streptomycin-Sulfat verdinnt in zweifach destilliertem Wasser (pH 6,8).

TEST-TRIS-Eigelb-Puffer: 188,73 mM N-Tris-Hydromethyl-Methyl-2-
Aminomethan (TEST), 84,78 mM Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan, 11,1 mM
Glukose, 0,05 g/l Gentamicin-Sulfat und 25 g/l Eigelb in zweifach destilliertem
Wasser. Nach Zentrifugation bei 850 g fir 10 min, wurde der Uberstand vor-
sichtig entfernt und wenn ndétig mit Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan auf pH

7,4 eingestellt.

TRIS-Eigelb Einfrierverdinner Komponente I: Mischung aus 672,0 ml
Stammldsung (297,59 mM Tris-hydroxymethyl-aminomethan, 96,32 mM Zitro-
nensaure-Monohydrat, 82,59 mM D-Fruktose, 0,606 g/l Penicillin und 1,48 g/l
Streptomycin-Sulfat verdiinnt mit zweifach destilliertem Wasser), 200,0 ml Ei-
gelb und 128,0 ml zweifach-destilliertem Wasser (End-pH 6,75).
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TRIS-Eigelb Einfrierverdinner Komponente Il: es handelt sich hierbei um die
gleiche Aufbereitung wie bei Komponente I, jedoch wurden die 128,0 ml zwei-
fach destilliertes Wasser mit 128,0 ml 87 % Glyzerin ersetzt (End-pH 6,85).

Lebensmittelfarbstoff: 25 mg Food dye FD&C#40 in 1 ml zweifach destillier-
tem Wasser.

Hancock-Medium: 2,784 g Tri-Natriumzitrat-Dihydrat, 4 ml 37%iges Formalde-

hyd-Ldsung in zweifach destilliertem Wasser auf 100 ml
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9.3 Parametereinstellungen CASA (Version 12 IVOS, Hamilton Thorne
Biosciences, Berverly, USA)

Untersuchung im Thermoresistenztest (mit Fluoreszenzmessung)

Inst. f. Nutztiergenetik, FLI 22/05/2012 08:46:58
Setup Report Analysis Setup

ANALYSIS SETUP #7: Hoechst

Apply Sort: 0
Frames Acquired: 60
Frame Rate: 50Hz
Minimum Contrast: 40
Minimum Cell Size: 5 Pixel
Minimum Static Contrast: 30
Straightness (STR), Threshold: 50,0%
Vap Cutoff: 20,0 uym/s
Prog. Min VAP: 35,0 um/s
VSL Cutoff: 12,0 ym/s
Cell size: 5 Pixel
Cell Intensity: 100
Static Head Size: 0,33 to 3,96
Static Head Intensity: 0,13 to 1,75
Static Elongation: 16 to 97
Slow Cells Motil: NO
Magnification: 1,87
Video Frequency: 60
Bright Field: NO
LED lllumination Intensity: 2050
IDENT lllumination Intensity: 4095
Temperature, Set: 38,1°C
Chamber depth: 10,0um
Chamber position: 15,3 mm
Chamber position B: 15,3 mm
Chamber position C: 15,3 mm
Chamber position D: 15,3 mm
Chamber type: Makler
Field Selection Mode: AUTO
IDENT Fluorescent Option: FULL
Integrating Time: 1 Frames

Hamilton-Thorne Research IVOS

S/N:9768/09768/V12.3H/ADMIN
Prepared by: ADMINISTRATOR
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9.4 Parametereinstellungen Durchflusszytometer (FACScan®©, Becton,
Dickinson, Biosciences, Heidelberg, Deutschland)

a) Syber14/Pl-Messung
Compensation:

FL1 - 0,8% FL2

FL2 - 28% FL1

FL2 — 0% FL3

FL3 —12% FL2
Threshold:

FSC-H 113
Detections/Amps:

ParameterDetector Voltage Amp Gain Mode

P1 FSC EOO 1,32 LIN
P2 SSC 412 1,00 LIN
P3 FLA1 504 LOG
P4 FL2 612 LOG
P5 FL3 597 LOG
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9.5 Tabellen

a) Darstellung der Gefrierprogramme aus Kapitel 4.1.

Tabelle 39: Detaillierte Darstellung in °C pro Minute der Gefrierkurve B

Segment Endtemperatur (°C) Rel. Zeit (min.) Rampe (°C/min)
0 5 0,00 0
1 -8 4,33 -3
2 -8 1,00 0
3 -120 11,20 -10
4 -140 2,00 -10

Tabelle 40: Detaillierte Darstellung in °C pro Minute der Gefrierkurve C

Segment Endtemperatur (°C) Rel. Zeit (min.) Rampe (°C/min)
0 5 0,00 0
1 -8 4,33 -3
2 -8 1,00 0
3 -120 22,40 -5

Tabelle 41: Detaillierte Darstellung in °C pro Minute der Gefrierkurve D

Segment Endtemperatur (°C) Rel. Zeit (min.) Rampe (°C/min)
0 5 0,00 0
1 -8 13,00 -1
2 -8 1,00 0
3 -35 5,40 -5
4 -120 8,50 -10
5 -140 2,00 -10

Tabelle 42: Detaillierte Darstellung in °C pro Minute der Gefrierkurve D+

Segment Endtemperatur (°C) Rel. Zeit (min.) Rampe (°C/min)
0 5 0,00 0
1 -8 13,00 -1
2 -35 5,40 -5
3 -120 8,50 -10
4 -140 2,00 -10
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b) Durch das CASA System erfasste Qualitatsparameter der Bullen A und B
aus dem Thermoresistenztest in Kapitel 4.2.

Bulle A

Tabelle 43: Anteil vorwartsbeweglicher Spermien (X * SEM %) des Bullen A unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X = SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw (n=24) 30,3+1,3*" 21,0+ 1,2*® 11,7 +1,1*¢
Kontrollstraw  (n=24) 40,5 + 1,64 28,1+ 1,48 15,0 + 1,6*°

* P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p=0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 44: Kirzeste zuriickgelegte Distanz der Spermien zwischen Anfangs- und End-
punkt (VSL; X + SEM um/Sek.) des Bullen A unmittelbar nach dem Auftauen sowie nach
drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 34,8+0,7° 31,7+0,7° 27,9 +0,6°
Kontrollstraw (n=24) 36,0 + 0,9" 32,8 +0,9° 28,9 + 1,1C

A BT Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller

Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 45: Volle zuriickgelegte Distanz (VCL; X * SEM um/Sek.) des Bullen A unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X * SEM
Nanostraw  (n=24) 99,6 + 1,8" 102 + 3,5" 86,7 + 3,3°
Kontrollstraw (n=24) 100,6 + 2,5" 99,1+ 3,6" 84,0 + 3,7°

A BT Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller

Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).
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Tabelle 46: Geglattete zuriickgelegte Distanz (VAP; X * SEM um/Sek.) des Bullen A unmit-
telbar nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X = SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 53,0+ 1,0° 54,9 + 2,2 44,7 + 2,0°
Kontrollstraw (n=24) 54,4 + 1,4 53,5 + 2,2 44,1 +2,0°

A8 Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller

Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 47: Seitlich Auslenkung der Spermienkopfe (ALH; X * SEM pm) des Bullen A un-
mittelbar nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 6,5+ 0,1%" 7,1+0,1*® 6,9+0,1°
Kontrollstraw (n=24) 6,3 +0,1%" 7,0+0,1%® 6,5+0,1°

% P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p=<0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 48: Frequenz der Pendelbewegung (BCF; X £ SEM Hz) des Bullen A unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 21,0+ 0,4** 19,2 + 0,5*B 20,4 +0,6*"
Kontrollstraw (n=24) 21,3 +0,4*" 20,1 + 0,4%® 22,0 + 0,5""

# P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

132



Anhang

Tabelle 49: Straightness (STR; X * SEM %) der Spermien des Bullen A unmittelbar nach
dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X * SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 68,0 + 0,7 62,5+ 1,3° 65,5 + 1,5
Kontrollstraw (n=24) 68,4 + 0,7 64,0 + 1,0° 67,7+1,3

AT Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller

Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 50: Linearity (LIN; X £ SEM %) der Spermien des Bullen A unmittelbar nach dem
Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. (%) 3 Std. (%) 6 Std. (%)
Gruppe X + SEM X + SEM X +SEM
Nanostraw  (n=24) 37,1+ 0,6 33,8+1,5%° 34,4 +0,7*°
Kontrollstraw (n=24) 38,0 £ 0,6*" 35,4 +0,6°° 37,2+0,9°

% P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p=<0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Bulle B

Tabelle 51: Anteil vorwartsbeweglicher Spermien (X * SEM %) des Bullen B unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 29,3+ 1,7%" 15,0 + 1,6*® 7,3+0,9*C
Kontrollstraw (n=24) 38,8 £ 2,1°" 24,2 +1,9°8 11,9 +1,9*¢

& P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p<0,05).

AB.C. Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).
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Tabelle 52: Kiirzeste zuriickgelegte Distanz der Spermien zwischen Anfangs- und End-
punkt (VSL; X * SEM pm/Sek.) des Bullen B unmittelbar nach dem Auftauen sowie nach
drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X = SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 37,1+ 0,9 32,9+0,9° 30,0 +1,0°
Kontrollstraw (n=24) 37,8 +1,4" 32,9 +0,9° 28,2+0,8°

* P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p=0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 53: Volle zuriickgelegte Distanz (VCL; X £ SEM um/Sek.) des Bullen B unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. 3 Std. 6 Std.
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 107,2 + 2,8" 108,6 + 3,9" 87,4+ 3,2°
Kontrollstraw (n=24) 108,9 + 3,6" 101,7 + 3,4" 81,0 + 3,4°

A BT Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller

Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 54: Geglattete zuriickgelegte Distanz (VAP; X + SEM um/Sek.) des Bullen B unmit-
telbar nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. (%) 3 Std. (%) 6 Std. (%)
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 55,7 + 0,9 57,2 + 2,4 48,5+ 2,5°
Kontrollstraw (n=24) 57,9+ 1,9° 55,8 + 2,1° 45,1 + 2,4°

A BT Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).
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Tabelle 55: Seitlich Auslenkung der Spermienképfe (ALH; X * SEM pm) des Bullen B un-
mittelbar nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. (%) 3 Std. (%) 6 Std. (%)
Gruppe X + SEM X = SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 6,2+0,1 7,0£0,2 7,1+0,2°
Kontrollstraw (n=24) 6,2+0,2 6,6 +0,2" 5,8 + 0,4°®

* P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
signifikant (p=<0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 56: Frequenz der Pendelbewegung (BCF; X * SEM Hz) des Bullen B unmittelbar
nach dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. (%) 3 Std. (%) 6 Std. (%)
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 22,7 +0,4*" 21,6+0,3 20,8+0,6°
Kontrollstraw (n=24) 21,3+0,3° 21,1+0,4 221+05

% P Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb eines Untersuchungszeitpunktes
si%nifikant (p=0,05).

AB.C. \Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).

Tabelle 57: Straightness (STR; X £ SEM %) der Spermien des Bullen B unmittelbar nach
dem Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. (%) 3 Std. (%) 6 Std. (%)
Gruppe X + SEM X + SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 67,3+ 1,3 60,5 + 1,6° 65,0 + 2,0"
Kontrollstraw (n=24) 66,7 + 1,0° 61,8 + 1,5° 67,4+1,8"

A BT Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller
Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).
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Tabelle 58: Linearity (LIN; X * SEM %) der Spermien des Bullen B unmittelbar nach dem

Auftauen sowie nach drei- und sechsstiindiger Inkubation bei 37°C

0 Std. (%) 3 Std. (%) 6 Std. (%)
Gruppe X + SEM X = SEM X + SEM
Nanostraw  (n=24) 37,2+1,1° 32,4+0,8° 36,6 +1,8"
Kontrollstraw (n=24) 376+0,6 358+1,6 380+15

A8 Werte mit unterschiedlichen Indizes unterscheiden sich innerhalb einer Gruppe bei Betrachtung aller

Untersuchungszeitpunkte signifikant (p<0,05).
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