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. EINLEITUNG

1.1 Entwicklung und Ultrastruktur von Saugetierspermien

Spermien sind strukturell und funktionell polarisierte Zellen, die in den Tubuli seminiferi contorti
des Hodens gebildet werden. Sie leiten sich von den an der Basis der Tubuli seminiferi lokalisierten
A-Spermatogonien ab, die durch mitotische Teilungen in B-Spermatogonien tibergehen (zur Uber-
sicht: Clermont 1972). B-Spermatogonien verdoppeln ihren DNS-Gehalt und entwickeln sich zu
frihen Spermatozyten. Diese tberwinden die von den Sertoli-Zellen etablierte Blut-Hoden-Schran-
ke (Dym und Fawcett 1970), die adluminal lokalisierte Keimzellstadien unter anderem vor Autoim-
munprozessen schiitzt (zur Ubersicht: Setchell 1980, Wong und Cheng 2005). Die langlebigen pri-
maren Spermatozyten treten in die erste Reifeteilung ein und differenzieren sich in luminaler Rich-
tung zu den sehr viel kurzlebigeren sekundaren Spermatozyten, die ihrerseits im Rahmen der zwei-
ten Reifeteilung jeweils zwei haploide Spermatiden hervorbringen (Clermont 1963). Friihe Sperma-
tiden imponieren als besonders kleine und rundliche Zellen, flachen aber im Heranreifen, noch im-
mer von Sertoli-Zellen gehalten, deutlich ab. Von Spermatozoen (oder Spermien) spricht man erst
dann, wenn die Kopfe der Keimzellen aus ihrer Verankerung in den Sertoli-Zellen entlassen und die
noch zwischen den spaten Spermatiden bestehenden Interzellularbriicken gelést worden sind (zur
Ubersicht: Holstein und Roosen-Runge 1981).

Die Weiterentwicklung von Spermatiden zu Spermien wird als Spermiogenese bezeichnet und ist
durch komplexe Umbauvorgénge charakterisiert, die die zur Wahrnehmung der spéteren Funktion
zwingend erforderliche strukturelle Polarisierung der Spermien vorantreiben. Ein entscheidender
Schritt in diese Richtung ist getan, sobald das vom Golgi-Apparat gebildete Akrosom seinen Platz
am kinftigen Vorderpol des Kerns eingenommen hat. Dieser Kern wird unmittelbar anschlieRend
durch eine Rotationsbewegung derart positioniert, dass sein Vorderpol nach basal, der sich entwi-
ckelnde Schwanzabschnitt der Keimzelle dagegen zum Lumen des Tubulus seminiferus zeigt (zur
Ubersicht: Clermont 1972). Im weiteren Verlauf verschmalert sich der Kern unter Verdichtung sei-
nes Chromatins. Das an seiner Vorderseite positionierte Akrosom dehnt sich aus und legt sich kap-
penartig um den Vorderpol des Spermienkerns (de Kretser 1969). Es enthalt zahlreiche lytische En-
zyme, beispielsweise Hyaluronidasen, und wird auf3en und innen von einer Akrosomenmembran be-
grenzt (zur Ubersicht: Fawcett 1975). AnschlieRend inserieren an dem vom Akrosom abgewandten
Pol des Kerns zwei Zentriolen (de Kretser 1969), die als Zentrosom oder MTOC (microtubule or-
ganizing center) des entstehenden Spermiums bezeichnet werden (zur Ubersicht: Palermo et al.

1997). Das kernnahe (proximale) Zentriol kommt dicht bei der Einbuchtung des kaudalen Kernpols
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zu liegen und wird von diesem durch die elektronendichte Basalplatte getrennt. Das weiter distal
vom Kern lokalisierte Zentriol bildet das Axonem, dessen Mikrotubuli die fur viele bewegliche Zi-
lien typische 9x2-plus-2-Struktur aufweisen. Parallel zur zunehmenden Kondensation des Spermi-
enkopfes verschmélert sich der Zytoplasmasaum des entstehenden Spermienschwanzes (de Kretser
1969).

Im reifen Spermium, das aus einem den Kern tragenden Kopf sowie aus einem in mehrere Unterab-
schnitte untergliederbaren, fast in seiner gesamten Lange vom Axonem durchsetzten Schwanz be-
steht (Abb. 1, modifiziert nach Fawcett 1975), sind sémtliche Mitochondrien im Mittelstiick unter-
gebracht und helikal angeordnet (André 1962). Ob die fir diese regelhafte Anordnung urséchliche,
im Rahmen der Spermiogenese stattfindende Umverteilung zuvor regellos angeordneter Mitochon-
drien, wie beispielsweise im Falle der Sehzellen primatennaher Saugetiere (Knabe und Kuhn 1996),
unter dem Einfluss des MTOC erfolgt, ist bisher nicht bekannt. Funktionell wenig verstanden ist
auch der Umstand, dass die Mitochondrien entstehender Spermien phasenweise eine ,,kondensierte*
Konformation annehmen (de Martino et al. 1979, Meinhardt et al. 2000), die im Gegensatz zur ,,or-
thodoxen* Konformation durch erhebliche Aufweitungen der Cristae mitochondriales sowie durch
eine massive Kondensierung der mitochondrialen Matrix gekennzeichnet ist (Hackenbrock 1966).
Die Form der Cristae mitochondriales ist auch in reifen Spermien ausgesprochen schlicht: In den
meisten Dunnschnitten finden sich einzeln liegende, linear oder halbkreisféormig verlaufende Mem-
branen. Die im Spermienmittelstiick spiralférmig um das im Zentrum liegende Axonem sowie um
die weiter aulen folgenden neun AuBenfibrillen angeordneten Mitochondrien benétigen offenbar
mechanisch wirksame Verbindungsstreben, um ihre relative Position zueinander, zur Plasmamem-
bran sowie zu dem zwischen Mitochondrien und AulRenfibrillen eingeschobenen submitochondria-
len Reticulum zu stabilisieren. Die exakte Zusammensetzung und Funktion solcher an Opossum-
spermien erstbeschriebenen Verbindungsstrukturen sowie auch des bei Hamsterspermien erstbe-
schriebenen submitochondrialen Reticulums sind bisher nicht bekannt (Olson und Hamilton 1976,
Olson und Winfrey 1986, 1990, 1992).

Distal schlief3t sich an das Mittelstlick das Mitochondrien-freie Hauptstlick des Spermiums an, das
durch den Besitz einer die Aullenfibrillen umrahmenden Faserscheide gekennzeichnet ist (Abb. 1).
Verfolgt man Querschnitte durch das Hauptstiick im Verlauf von proximal nach distal, verlieren sich
die AuBenfibrillen schrittweise. Das den Schwanzabschnitt des Spermiums abschlielfende Endstlick
enthalt lediglich Anteile des Mikrotubulusapparates sowie die Plasmamembran des Spermiums (zur
Ubersicht: Saacke und Almquist 1964, Fawcett 1975).



Abb. 1: Ubersichtsdarstellung eines ausgereiften Saugetierspermiums (modifiziert nach Fawcett 1975). A: Dreidimensio-
nale Rekonstruktion mit zehn exemplarischen Querschnitten. Af, AuBBenfibrille; Ax, Axonem; Es, Endstiick; Fs, Faser-
scheide; Ha, Hals; Hs, Hauptstiick; K, Kern; Ko, Kopf; Lf, Langsfibrille; M, Mitochondrium; Ms, Mittelstiick; Rf,
Ringfaser. B: Rekonstruktion des Mittelstiicks.
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1.2 Geschlechtsspezifische Sortierung von Spermien

Die im Rahmen der Spermatogenese erfolgende Reduktion von einem diploiden auf einen haploi-
den Chromosomensatz flihrt dazu, dass reife Spermien entweder ber ein X- oder tber ein Y-Chro-
mosom verfligen. Der Beitrag des Spermiums legt demnach fest, ob mannliche oder weibliche
Nachkommen aus der befruchteten Oozyte hervorgehen werden. Trennt man jedoch im Vorfeld die
X- und Y-chromosomalen Spermien eines Ejakulats, so kann das bevorzugte Geschlecht der Nach-

kommen prinzipiell gesteuert werden (zur Ubersicht: Seidel und Garner 2002).

Anforderungen und Wiinsche, in dieser Weise auf das Geschlecht von Nachkommen Einfluss zu
nehmen, werden von sehr verschiedenen Seiten an die Reproduktionsmedizin herangetragen und
sind im Rahmen von humanmedizinischen Anwendungen nicht selten durch den Willen der Famili-
en nach einem ,,Wunschkind* motiviert (Karabinus 2009, S. 79: ,,helping to balance the gender dis-
tribution among their children®). Es ist nicht iiberraschend, dass solche und andere nicht im stren-
gen Sinne medizinisch indizierte Einsatzformen geschlechtsspezifisch getrennter Spermien kontro-
vers diskutiert werden (zur Ubersicht: Dondorp et al. 2013). Dagegen besteht eine aus medizini-
scher Sicht eher konsensfahige Indikation beispielsweise dann, wenn ein grundsatzlich bestehender
Kinderwunsch dadurch problematisch wird, dass, wie im Falle einer X-chromosomal vererbbaren
Hémophilie, weibliche Nachkommen phanotypisch gesunde Konduktorinnen sind, mannliche
Nachkommen dagegen in jedem Fall erkranken (Fugger 1999, Karabinus 2009, zur Ubersicht: Don-
dorp et al. 2013).

So naheliegend die geschilderten Beispiele flr den Einsatz geschlechtsspezifisch sortierter Spermi-
en beim Menschen auch sein mdgen, so wenig bilden sie jedoch das Haupteinsatzgebiet dieser
Technologie ab. Tatséchlich werden sortierte Spermien am haufigsten zur gezielten Steuerung des
Geschlechts der Nachkommen von Nutztieren eingesetzt. Beispielsweise werden bei der Bestands-
erhaltung von Milchkihen vorzugsweise weibliche Nachkommen herangezichtet, wahrend bei
Fleischrindern mannliche Nachkommen von héherem wirtschaftlichen Nutzen sind (zur Ubersicht:
Hohenboken 1999, Seidel 2007). Bedeutsamer als diese in erster Linie wirtschaftlichen Erwégun-
gen ist die Tatsache, dass der weltweite Bedarf an Lebensmitteln tierischer Herkunft in den néchsten
Jahrzehnten massiv steigen wird (zur Ubersicht: Delgado et al. 2001). Um dieser steigenden Nach-
frage nach tierisch erzeugten Produkten begegnen zu kénnen, wird der intensive Einsatz moderner
Biotechnologien in der Landwirtschaft - und hierbei explizit auch die Verwendung geschlechts-
spezifisch sortierter Spermien - von der FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) gefordert (FAO 2009). Eine weitere, nicht zu unterschdtzende veterindrmedizinisch-

biologische Indikation besteht darin, bevorzugt weibliche Nachkommen zu erzeugen, um die Be-
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standswahrung bedrohter Tierarten (zum Beispiel Elefanten) zu unterstutzen (Hermes et al. 2009).
Selbstverstandlich sind die aus den skizzierten Anwendungen gewonnenen grundlegenden Erkennt-
nisse in vielerlei Hinsicht auch fir die Weiterentwicklung der menschlichen Reproduktionsmedizin

sowie flr den Wissenszuwachs in der Embryologie bedeutungsvoll.

.3 Maglichkeiten und Grenzen gegenwartig eingesetzter Sortierverfahren
Uberlegungen dartiber, wie man geschlechtsspezifisch sortierte Spermien gewinnen oder nutzen
kann, gehen bis in die Antike zuriick (zur Ubersicht: Garner und Seidel 2008). So ist die Uberzeu-
gung Demokrits uberliefert, der zufolge die aus dem rechtsseitigen Hoden stammenden Spermien
mannliche und die aus dem linksseitigen Hoden stammenden Spermien weibliche Nachkommen
hervorbringen sollen. Uberzeugendere Ansitze stammen erst aus dem 20. nachchristlichen Jahrhun-
dert. Beispielsweise versuchte man, X- und Y-chromosomale Spermien auf der Basis ihres
Schwimmverhaltens, ihres Gewichts oder ihrer physiologischen Oberflachenladung voneinander zu
trennen (zur Ubersicht: Fugger 1999, Garner und Seidel 2008).

Fast alle heutzutage im Routinebetrieb erfolgreich eingesetzten Sortiergerdte nutzen jedoch den
Umstand, dass X-chromosomale Spermien eine grofRere Menge an DNS besitzen als Y-chromoso-
male. Genauer besteht das Prinzip der so genannten United States Department of Agriculture-
Beltsville Sperm Sexing Technology (Johnson 1997) darin, dass die Erbsubstanz der Spermien zu-
nachst mit einem Farbstoff, beispielsweise mit Hoechst 33342, markiert wird, der die Membranen
des Spermienkopfes durchdringt und Bindungen mit der DNS eingeht. Die Menge an gebundenem
Farbstoff hangt von der im Spermium enthaltenen DNS-Menge ab. Wenn die auf diese Art markier-
ten Spermien das Sortiergerat durchlaufen, wird der Farbstoff mit einem Laser angeregt, woraufhin
die Farbstoffmolekiile Fluoreszenzsignale emittieren, deren verschieden hohe Intensitat den Unter-
schied zwischen X- und Y-chromosomalen Spermien widerspiegelt. Dieser Umstand wird dazu ge-
nutzt, identifizierte X- oder Y-chromosomale Spermien einheitlich entweder mit einer positiven
oder mit einer negativen Ladung zu versehen, unter dem Einfluss eines starken elektrischen Feldes
in unterschiedliche Richtungen abzulenken und separat in zwei Behéltern zu sammeln. Die in jedem
Ejakulat physiologischerweise zu einem bestimmten Prozentsatz enthaltenen membrangeschédigten
(und deshalb haufig abgestorbenen) Spermien findet man in diesen beiden Sammelbehéltern aber
nicht, weil der Lebensmittelfarbstoff, der jeder Spermienprobe vor dem Sortieren zugegeben wird,
defekte Membranen erkennt, in die Zellen eindringt und die Aussendung des fur die Zuweisung ei-
ner elektrischen Ladung erforderlichen Fluoreszenzsignals abschwécht. Folglich fallen geschadigte
Spermien unabgelenkt in den Abfallbehalter des Gerats (zur Ubersicht: Seidel und Garner 2002).
Sortiergeréte, die nach dem oben skizzierten Verfahren arbeiten, erreichen beziglich der Trenn-
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scharfe X- oder Y-chromosomaler Spermien je nach Tierart mittlerweile Erfolgsquoten zwischen 85
und 95 Prozent. Dennoch bleibt die anschlieRend erzielte Rate erfolgreicher kiinstlicher Besamun-
gen nicht selten hinter den Erwartungen zuriick (de Jarnette et al. 2011: bis zu 16 Prozent geringere
Befruchtungsraten im Vergleich zu nichtsortierten Spermien; zur Ubersicht: Seidel und Garner
2002, Fritjers et al. 2009). Angesichts der Brisanz, die von den geschilderten ernédhrungspolitischen
Zusammenhangen ausgeht, aber auch angesichts der wissenschaftlich herausfordernden und facet-
tenreichen Frage nach den tatsachlichen Ursachen fir die noch immer zu hohen Misserfolgsraten,
haben sich im Jahr 2007 Wissenschaftler unterschiedlicher Fachdisziplinen unter der Agide von
Herrn Prof. Dr. med. vet. Detlef Rath (Institut fur Nutztiergenetik am Friedrich-Loffler-Institut in
Neustadt am Rilbenberge) zu einer Arbeitsgruppe zusammengeschlossen, der auch die AG Neuro-
embryologie des Instituts fir Anatomie und Embryologie der Universitiat Gottingen angehorte. Ziel
unserer Bemihungen war es zundchst, geschlechtsspezifisch sortierte Spermien strukturell und
funktionell systematisch zu analysieren (Cinar et al. 2010, M6nch-Tegeder et al. 2010, Taylor et al.
2010a, Cinar et al. 2011, Stinshoff et al. 2012, zur Ubersicht: Rath et al. 2013). Weitere Arbeits-
schwerpunkte befassten sich beispielsweise mit der Frage, welchen Einflissen (sortierte) Spermien
im weiblichen Genitaltrakt unterliegen (Bergmann et al. 2013) und ob es mdglich ist, X- und Y-
chromosomale Spermien mit Nanopartikeln zu fusionieren, gentechnisch zu markieren und unter
Einsatz neuartiger Technologien voneinander zu trennen (Taylor et al. 2009, 2010b, 2010c, Bar-
chanski et al. 2011, Petersen et al. 2011, Taylor et al. 2011, 2012, Rath et al. 2013, Sieg et al. 2013,
Taylor et al. 2013, Tiedemann et al. 2013).

\or Arbeitsbeginn wurde zusammengetragen, was bisher Uber die moglichen Ursachen des noch
immer zu geringen Befruchtungserfolgs geschlechtsspezifisch sortierter Spermien bekannt war. Ei-
ner der Leitbefunde fur die anatomische Arbeitsgruppe war hierbei, dass die Beweglichkeit sortier-
ter Spermien im \ergleich zu nichtsortierten signifikant herabgesetzt ist (Grossfeld et al. 2005). An-
gesichts dieses Befundes lag die Vermutung nahe, dass Schaden an den Mitochondrien urséchlich
flr die beobachteten Funktionseinbuf3en sortierter Spermien sein kénnten. Diese Anfangshypothese
wurde durch drei weitere Befunde anderer Arbeitsgruppen erhartet: Erstens decken die von uns un-
tersuchten Rinder, keineswegs aber alle ibrigen fiir geschlechtsspezifische Sortierprozesse herange-
zogenen Tierarten, den Energiebedarf ihrer Spermien primar ber die Aktivitat der Mittelstiick-Mi-
tochondrien (zur Ubersicht: Storey 2008). Zweitens belegen die Untersuchungen von Gallon et al.
(2006) am Beispiel menschlicher Spermien eine gleichsinnige Abhé&ngigkeit zwischen der Hohe des
mitochondrialen Membranpotenzials, dem AusmaR der Spermienmotilitdt und dem Befruchtungs-
erfolg. Drittens sprechen auch die von Pelliccione et al. (2011) vorgelegten Befunde dafir, dass we-

nigstens ein Teil der von diesen Autoren beschriebenen Falle menschlicher Asthenozoospermie auf
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ultrastrukturell fassbaren Defekten der Mittelstlick-Mitochondrien beruht.

1.4 Fragestellung und Arbeitsprogramm

Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass eine systematische transmissionselektronenmikrosko-
pische Analyse geschlechtsspezifisch sortierter Rinderspermien, die auch potenzielle mitochondri-
ale Strukturdefekte einbezogen hétte, bisher nicht publiziert worden ist. Folglich bestand das erste
Ziel der vorliegenden Arbeit darin, die Ultrastruktur standardsortierter und nichtsortierter Rinder-

spermien unter besonderer Berlicksichtigung des Chondrioms miteinander zu vergleichen.

Hierbei konnten im Rahmen der Methodenetablierung nicht nur bekannte ultrastrukturelle Charak-
teristika von Rinderspermien bestétigt, sondern auch neuartige, bei Rinderspermien bisher nicht be-
schriebene anatomische Strukturen identifiziert werden, die moglicherweise unter anderem auch fir
die mechanische Stabilisierung des Chondrioms verantwortlich sind. Weiterhin stellten wir fest,
dass die Mitochondrien geschlechtsspezifisch sortierter Rinderspermien ein relativ grof3es Spektrum
struktureller Veranderungen aufweisen, dass aber in dem bisher zur Verfligung stehenden Untersu-
chungsmaterial eine zuverlassige Unterscheidung zwischen sortierten und nichtsortierten Rinder-

spermien lediglich Uber den Konformationszustand der Mitochondrien zu gewinnen ist.

In Kenntnis eines solchen eindeutig nachweisbaren ultrastrukturellen Unterscheidungsmerkmals
war es naheliegend, die urspriingliche Fragestellung aufzuweiten und zu versuchen, die flr das ge-
schlechtsspezifische Sortieren und Aufbereiten von Spermien etablierten Versuchsbedingungen sys-
tematisch zu modifizieren, um einzelne oder wenigstens Gruppen von Komponenten des Sortierver-
fahrens identifizieren zu kénnen, die primar fir die Entstehung des beobachteten Merkmals verant-
wortlich sein kénnten. Hierbei zeigte sich, dass solche Komponenten tatséchlich identifizierbar sind
und (in der Zusammenschau mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen unseres Forschungsver-
bundes) auch, dass es prinzipiell méglich sein misste, neuartige Sortierverfahren zu entwickeln, die
wenigstens zum Teil auf derartige Komponenten verzichten (zur Ubersicht: Rath et al. 2013, Taylor
et al. 2013). Die abschlieBende Diskussion fiihrt aus, warum und auf welche Weise die neu gewon-
nenen Erkenntnisse Uber die Struktur des Chondrioms geschlechtsspezifisch sortierter Rindersper-

mien in Folgearbeiten funktionell Gberprift und erweitert werden mussen.
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1. MATERIAL UND METHODEN

1.1 Gewinnung und Aufarbeitung von Spermienproben

Sowonhl bei der Spermiengewinnung und -aufarbeitung als auch bei der anschlielenden geschlechts-
spezifischen Sortierung von Spermien handelt es sich um etablierte Verfahren, die von unseren Ko-
operationspartnern im Institut fir Nutztiergenetik am Friedrich-Loeffler-Institut in Neustadt am R-
benberge einerseits fir die routinemaBige Besamung in der Tierzucht, andererseits fir
experimentelle Untersuchungen durchgefiihrt werden. Deshalb werden die hierbei eingesetzten
Materialien und Methoden unter Verweis auf die von unseren Kooperationspartnern publizierte
umfangreiche Primérliteratur (Rath et al. 1997, BuR 2005, Klinc 2005, Bathgate et al. 2007, Heer
2007, Klinc und Rath 2007, Morton et al. 2007) lediglich Ubersichtsartig dargestellt (Kapitel II. 1 -
I1. 3). Die fur die vorliegende Dissertation entworfenen experimentellen Versuchsansétze sowie das

hierfir verwendete Probenmaterial werden anschlieBend detailliert erldutert (Kapitel 11. 4).

Das Bullen-Ejakulat (Rasse Holstein-Friesian) wurde in einer kinstlichen Vagina aufgefangen und
in ein Wasserbad (27 °C) Uberfiihrt. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Spermienkonzentra-
tion mittels einer Z&hlkammer (Thoma neu, Hecht, Sontheim, Deutschland) sowie die Feineinstel-
lung der Spermienmenge auf 100x10° Spermien/ml durch Zugabe der in Klinc und Rath (2007) spe-
zifizierten Tris-BSA-Probenlosung (199,98 mM Tris-hydroxymethyl-aminomethan; 64,72 mM
Zitronensaure-Monohydrat; 95,5 mM D-Fruktose; 50 mg Gentamicinsulfat und 3 mg/ml bovines
Serum-Albumin (Fraktion V) in doppelt destilliertem Wasser (ddH,0)) mit Antioxidantien (1 mM
Natriumpyruvat, 15 IU (International Units) Katalase/ml).

1.2 Geschlechtsspezifische Sortierung von Spermien

Fur die geschlechtsspezifische Auftrennung der Ejakulate in X- und Y-chromosomale Spermien
wurde ein Hochgeschwindigkeits-Zellsortierer vom Typ MoFlo SX (Dakocytomation, Fort Collins,
CO, USA) verwendet (Abb. 2, modifiziert nach Buf} 2005), dessen Bau- und Funktionsprinzip Sei-

del und Garner (2002) in einer umfangreichen Ubersichtsarbeit vorgestellt haben.

Bei den im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Rinderspermien enthalten die X-chromo-
somalen Spermien zirka 4 Prozent mehr DNS als Y-chromosomale Spermien (Garner et al. 1983).
Sie konnen daher nach Zugabe des Farbstoffs Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland; Inkubation: 1 h, 34 °C), der sich proportional zur DNS-Menge in den Spermienkopf

einlagert, voneinander unterschieden werden. Hoechst 33342 durchdringt sémtliche Membranen des
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Spermiums und bindet in der kleinen Furche der DNS-Helix nicht interkalierend an Adenin-Thy-
min-Basenpaare (zur Ubersicht: Seidel und Garner 2002). Wahrend des Sortiervorgangs wird
Hoechst 33342 durch einen Laser (Argon-UV-Laser Inova | 90C-6, Coherent GmbH, Dieburg,
Deutschland) bei 351-364 nm Wellenlédnge angeregt (Bul} 2005). Das hierdurch provozierte Fluo-
reszenzsignal ist, wie zu erwarten, bei X-chromosomalen Spermien starker ausgeprégt als bei Y-
chromosomalen Spermien (Seidel und Garner 2002). Die Menge an zugegebenem Hoechst 33342
(zwischen 15 und 25 pl pro ml) wird flr jede Spermienprobe in ,,Probeldufen” individuell festge-

legt, um eine moglichst hohe Trennschérfe beim Sortieren zu erzielen.

Fur unsere Experimente wurden die mit Hoechst 33342 markierten Spermien durch ein Mikrosieb
mit 51 um Maschenweite (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NY, USA) filtriert und
mit 1 pl des gelosten Lebensmittelfarbstoffs FD&C (Food, Drugs and Cosmetics certified color
additives for use in foods in the United States) Rot Nr. 40 (25 mg Farbstoff in 1 ml ddH,O, Warner-
Jenkinson Company Inc., St. Louis, MO, USA) pro ml Spermienprobe versetzt. Dieser Lebens-
mittelfarbstoff dringt in membrangeschadigte Spermien ein und reduziert dort die Energie des von
Hoechst 33342 emittierten Fluoreszenzsignals (Seidel und Garner 2002, Evans et al. 2013). Folglich
konnen membrangeschadigte Spermien nicht mehr geschlechtsspezifisch sortiert werden.

Die auf diese Weise vorbehandelten Spermienproben wurden mit hohem Druck (zirka 2,76 bar) so-
wie unter Zugabe von 5 ml einer Mantelflussigkeit (Klinc 2005: 149 g Natriumzitrat; 500 000 U
Penicillin G; 0,25 g Streptomycinsulfat in 5 | ddH,O bei pH 6,9) mit Zusatz von Antioxidantien
(Klinc und Rath 2007: 100 mg Natriumpyruvat; 15 1U/ml Katalase) durch eine Duse mit elliptisch
geformtem Kanal gepresst. Im Regelfall wurde eine Sortierrate von zirka 2500 Spermien/s erreicht.
Die elliptische Form des Disenkanals wurde gewéhlt, um die paddelférmigen Spermienkdpfe mog-
lichst einheitlich auszurichten. Verglichen mit den zuvor eingesetzten zylindrisch geformten Diisen
steigt die Rate korrekt orientierter Spermien bei Verwendung elliptisch geformter Disen auf zirka
60 Prozent (Rens et al. 1998).

Der an der Dise angebrachte Piezokristall lasst die Diise vibrieren, wodurch der zuvor zusammen-
h&ngende Strom der Spermien in einzelne Tropfchen zerlegt wird. Fir die korrekte Bestimmung des
DNS-Gehalts der Spermien ist es notwendig, dass jedes Tropfchen ein einziges Spermium enthélt,
und dass die Breitseite des paddelférmigen Spermienkopfes senkrecht auf den Strahlengang des
Lasers ausgerichtet ist. Die Hohe der am Piezokristall eingestellten Spannung beeinflusst die Vibra-
tionsamplitude der Dise. Werden niedrigere Spannungen angesetzt (in unseren Experimenten 5 \Volt
statt 25 oder 30 Volt), nimmt auch die Vibrationsamplitude ab. Hierdurch wird der auf die Plasma-
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membran der Spermien wirkende Druck gesenkt (miindliche Mitteilung von D. Rath, Institut fur
Nutztiergenetik, am 05. 12. 2013).

Nach dem Verlassen der Duse passieren die Spermien den Laserstrahl. Der erste von insgesamt
zwei Fluoreszenzdetektoren liegt der Laserquelle direkt gegeniiber und misst das von der Breitseite
des Spermienkopfes abgegebene Fluoreszenzsignal. Der zweite, senkrecht zum ersten ausgerichtete
Detektor misst das von der Schmalseite des Spermienkopfes emittierte Fluoreszenzsignal. Die Fluo-
reszenzstarke an der Schmalseite variiert in Abhangigkeit von der Orientierung des Spermienkopfes
zum Laser. So lasst sich Uberprifen, ob der Spermienkopf im Tropfchenstrom korrekt orientiert ist
und somit auch, ob zuverlassige Rickschlisse auf die im Spermienkopf lokalisierte DNS-Menge
mdglich sind. Nach ihrer fluoreszenzbasierten Identifikation erhalten X-chromosomale Spermien ei-
ne negative, Y-chromosomale Spermien dagegen eine positive elektrische Ladung. Genau diese
elektrische Aufladung unterbleibt jedoch, wenn der Lebensmittelfarbstoff FD&C Rot Nr. 40 in
membrangeschadigte Spermien eindringt und die Fluoreszenz schwacht. Solche Spermien fallen un-

geladen und unabgelenkt in den Abfallbehélter des Sortiergerétes (Seidel und Garner 2002).

Identifizierte und elektrisch geladene Spermien werden innerhalb des anschlieRend zu durchlaufen-
den, von zwei Hochspannungsplatten (3500 Volt) erzeugten elektrischen Feldes in unterschiedliche
Richtungen abgelenkt und in zwei jeweils 10 ml fassenden Plastikréhrchen (Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Deutschland) separat aufgefangen. Diese Rohrchen werden mit je 0,5 ml
eines TEST-Dotter-Mediums gefullt (TEST (Graham et al. 1972): Kombination aus TES (N-Tris-
hydroxymethyl-methyl-2-aminoethansulfonsaure)-Puffer und Tris-Puffer). In der hier verwendeten,
nach Klinc (2005) modifizierten Version dieses Auffangmediums sind folgende Komponenten ent-
halten: 5 g Eidotter; 0,01 g Gentamicinsulfat; 11,10 mM Glukose; 188,73 mM TES; 84,78 mM Tris
und 200 ml ddH,O. Bei unseren Experimenten wurde dem Auffangmedium aulRerdem noch 1 Pro-
zent Seminalplasma vom Rind zugesetzt, weil Seminalplasma den Anteil motiler und strukturell in-

takter geschlechtsspezifisch sortierter Spermien erhoht (Maxwell et al. 1996).

Fur die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde der Inhalt von zwei Auf-
fangrohrchen mit je zirka 7,5x10° X- beziehungsweise Y-chromosomalen Spermien zusammenge-
fuhrt (gepoolt) und zentrifugiert (20 min, 838x g). Das resultierende Pellet enthalt zirka 15x10°

Spermien, der Uberstand wird abpipettiert und verworfen.
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Abb. 2: Funktionsprinzip der United States Department of Agriculture-Beltsville Sperm Sexing Technology (Johnson
1997, Abbildung modifiziert nach Bu3 2005). Eine detaillierte Erléduterung erfolgt im Text.
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1.3 Aufarbeitung geschlechtsspezifisch sortierter Spermien

Im Rahmen der routinemaRigen Aufarbeitung geschlechtsspezifisch sortierter Rinderspermien wur-
de das aus dem Sortiervorgang resultierende Pellet in einem ersten Tiefgefriermedium auf 41x10°
Spermien/ml verdinnt. Das erste Tiefgefriermedium setzte sich aus 67,2 ml einer Stammldsung
(82,59 mM D-Fruktose; 0,606 g Penicillin; 1,480 g Streptomycinsulfat; 297,59 mM Tris; 96,32 mM
Zitronensauremonohydrat in 1 | ddH,0), 20 ml Eidotter, 12,8 ml ddH,O sowie Antioxidantien (1
mM Natriumpyruvat; 15 1U/ml Katalase) zusammen. Diese Spermiensuspension wurde innerhalb
von zwei Stunden auf 5 °C heruntergekihlt. Danach wurden die Spermien in einem zweiten Tiefge-
friermedium auf 20,5x10° Spermien/ml verdiinnt. Dieses zweite Tiefgefriermedium bestand aus
67,2 ml der oben genannten Stammldsung, 20 ml Eidotter, 0,75 Prozent Equex STM, 12,8 ml Gly-

cerol (87 Prozent) sowie Antioxidantien (1 mM Natriumpyruvat; 15 IU/ml Katalase).

Das Tiefgefrieren der Spermiensuspension erfolgte in Plastikrohrchen mit einem Fassungsvermaogen
von 0,25 ml (Minitiib GmbH, Tiefenbach, Deutschland). Diese waren mit 50 pl einer 1:1 Mischung
aus den beiden Tiefgefriermedien beschickt und an einem Ende mit einem Polyvinylpyrrolidon-
Baumwollpfropfen verschlossen. AnschlieRend wurden 160 pl der Spermiensuspension eingefullt,
so dass jedes Rohrchen zirka 3,3x10° sortierte Spermien enthielt. Das offene Ende des
Plastikrohrchens wurde nun mittels Ultraschall verschweiflt. Dann wurden die Réhrchen 15 Minu-
ten lang in 3-5 cm Abstand Uber flussigen Stickstoff gehalten, anschlielend in flissigen Stickstoff

eingetaucht und fiir mindestens vier Wochen bei -196 °C aufbewahrt.

Wie bei der Verwendung in der Viehzucht wurden die Plastikréhrchen zur weiteren Untersuchung
fir 25 s in einem Wasserbad (38 °C) aufgetaut. Fiir unsere elektronenmikroskopischen Untersu-
chungen wurde der Inhalt mehrerer R6hrchen mit Spermiensuspension in ein Eppendorf-Reaktions-
gef4R tiberfuhrt, so dass die von uns analysierten Proben jeweils etwa 15x10° Spermien enthielten.
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Analyse individueller Komponenten des Sortierprozesses

Um herauszufinden, ob bestimmte Komponenten des Sortierprozesses bevorzugt fur das Auftreten

ultrastruktureller Veranderungen an sortierten Spermien verantwortlich gemacht werden koénnen,

wurden folgende experimentelle Untersuchungsbedingungen definiert (Tab. 1):

Tab. 1: Ubersicht Giber die unterschiedliche Behandlung von Spermienproben

ID Kurzbeschreibung
1 Nichtsortierte Spermien (Kontrollproben)
2 Inkubation nichtsortierter Spermien mit DNS-Farbstoff Hoechst 33342
3  Standardsortierung
3+ Wie ID3, dann Hinzufligung unabgelenkter Spermien aus dem Abfallbehélter des Sortiergerats
4 Sortiert, kein Eidotter im Auffangmedium
5  Durchlauf des Sortiergerats bei ausgeschaltetem Laser
6  Sortiert bei reduzierter Spannung am Piezokristall (5 Volt)
7  Durchlauf des Sortiergerats bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten
8  Sortiert, kein Zusatz von Seminalplasma zum Auffangmedium
9  Wie ID3, dann Zugabe des ersten Tiefgefriermediums, Kiihlen auf 5 °C binnen 2 h
10  Wie ID9, dann Zugabe des zweiten Tiefgefriermediums, Einfrieren in fllissigem Stickstoff, Wiederauftauen
11 Wie ID10, dann Thermoresistenztest (37 °C fir 6 h)

ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

Fir die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen und Experimente wur-

den (ber einen Zeitraum von zirka einem Jahr 66 Spermienproben von insgesamt drei Bullen (Tiere

1, 2 und 3) der Rasse Holstein-Friesian folgendermaflen behandelt (Tab. 2):
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Tab. 2: Ubersicht des verwendeten Probenmaterials

Proben- ID1 ID2 ID3 1ID4 ID5 1ID6 ID7 1ID8 ID9 1ID10 ID11
entnahmetag

16. 06. 2008 1 1 1

23.06.2008 | 1 1

30.06.2008 | 1 1 1

14. 07. 2008 1 1 1 1

05. 08. 2008 1 1 1

12. 08. 2008 1 1

18. 08. 2008 1 1
11. 08. 2008 2 2 2

18.08.2008 | 2 2

25.08.2008 | 2 2 2

09. 09. 2008 2 2 2

23. 09. 2008 2 2 2

07.10. 2008 2 2 2

08. 10. 2008 2 2

22.10. 2008 2 2 2
21.04.2009 | 3 3 3

05.05.2009 | 3 3 3

26. 05. 2009 3 3t 3

02. 06. 2009 3 3 3 3

09. 06. 2009 3 3 3

16. 06. 2009 3 3

23.06.2009 | 3 3 3
07.07.2009 | 3 3 3 3

ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung (siehe Tab. 1); Proben der Tiere 1, 2 und 3; * Zugabe von Spermien
aus dem Abfallbehdlter des Sortiergerats (entspricht ID3+, siehe Tab. 1).

1.5 Probenaufarbeitung fur die Transmissionselektronenmikroskopie

Unabhéngig von der Behandlung der Spermienproben (Tab. 1) erfolgte die Fixierung des Untersu-
chungsmaterials Gber Nacht in einer Losung aus 1,5 Prozent Glutaraldehyd (SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Deutschland) und 1,5 Prozent Paraformaldehyd (Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland) in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,3 (77 mM di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat; 23
mM Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat) bei Raumtemperatur. Das dabei verwendete Volumen
der Fixierlésung betrug das 10fache des Volumens der Spermiensuspension mit 15x10° Spermien.
AnschlieBend wurde die Spermiensuspension zentrifugiert (5 min, 1000x g), der Uberstand verwor-

fen. Das resultierende Pellet wurde in einem ReaktionsgefaR 5 min mit 0,1 M Phosphatpuffer gewa-
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schen (Pellet hierfur in zirka 10fachem Volumen geldst). Die Suspension wurde nun erneut zentrifu-
giert (5 min, 1000x g). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch vorsichtiges Schitteln
wieder in Losung gebracht. Dann wurde die Zellsuspension im Verhéltnis 1:1 mit einer 2-prozenti-
gen SeaPrep Agarose-Losung (Lonza GmbH, Wuppertal, Deutschland; in 0,1 M Phosphatpuffer)
gemischt und in eine 0,3-ml-Hartgelatine-Leer-Kapsel (Kipper-PRIMAX GmbH, Troisdorf,
Deutschland) eingefullt. Diese Kapsel wurde in ein Eppendorf-Reaktionsgefall eingebracht und zen-
trifugiert (5 min, 1000x g). AnschlieBend wurde die Agarose auf Eis ausgehartet (30 min). Danach
wurde das Pellet mit einem Skalpell aus der Kapsel ausgeschnitten.

Die Nachfixierung (1 h) erfolgte in einer 1-prozentigen Osmiumtetroxidlésung (SERVA Electropho-
resis) in 0,1 M Phosphatpuffer. AnschlieBend wurden die Proben in 0,1 M Phosphatpuffer gewa-
schen (3x5 min), in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (70, 80 und 90 Prozent fur je 10
min; 100 Prozent fur 2x15 min und 1x30 min) und nacheinander in Propylenoxid (SERVA Electro-
phoresis; 2x5 min) sowie in Gemische aus Propylenoxid und Araldit (SERVA Electrophoresis) ein-
gebracht, und zwar zunachst im Verhaltnis 1:1 fir 1 h, dann 1:3 tber Nacht. AnschlieBend wurde
das Pellet in reines Araldit eingebracht (zunéchst fur 45 min bei Raumtemperatur, dann 45 min bei
60 °C) und abschlieBend in Kautschukférmchen aus Elastosil M4601 (Kahmann & Ellerbrock, Bie-

lefeld, Deutschland) wiederum in reinem Araldit eingebettet und ausgehartet (3 Tage, 60 °C).

1.6 Herstellung von Dinnschnitten fur die Licht- und Elektronenmikroskopie

Die aus den Kautschukformchen entnommenen Aralditbldckchen wurden mit einem Blocktrimmer
(Modell TM60, Reichert-Jung, Heidelberg, Deutschland) angefrast, so dass die Spitze des eingebet-
teten Spermienpellets offenlag. Danach wurden die Bldckchen, ausgehend von der freiliegenden

Schnittflache, an allen vier Kanten pyramidenférmig ,,zugetrimmt*.

Fir die orientierende Untersuchung der Proben am Lichtmikroskop wurden zundchst 1 pum diinne
Schnitte hergestellt (Reichert-Jung Ultracut E, Diamantmesser DIATOME Histo, Leica Mikrosys-
teme Vertrieb GmbH, Wetzlar, Deutschland). Zwei bis zehn solcher Schnitte wurden auf einen Glas-
objekttrager aufgebracht, auf einer Warmeplatte getrocknet, mit Methylenblau (in Borat mit 1 Pro-
zent Azur 11 (1:1)) fur zirka 20 s gefarbt, gespiilt, getrocknet und mit DePeX (SERVA Electrophore-

sis) und einem Deckgldschen eingedeckt.

Zur Herstellung von Dinnschnitten fir die Transmissionselektronenmikroskopie wurde der pyrami-
denformig getrimmte Aralditblock erneut verkleinert, um die Gewinnung von Schnitten mit einer

Dicke von nur 50 bis 90 nm zu erleichtern. Diese Schnitte wurden mit einem Diamantmesser (DIA-
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TOME Ultra, Leica) hergestellt, anschlieBend durch kurzzeitige Chloroformbedampfung gestreckt
und auf mit Formvar (SERVA Electrophoresis) beschichtete Ein-Loch-Blenden (Leica) ubertragen.
Die Kontrastierung der Schnitte (0,5 Prozent Uranylazetat, 3 Prozent Bleizitrat, Leica) erfolgte mit
dem Kontrastiergerat EM AC20 (Leica). Die kontrastierten Schnitte wurden in Reichert-Gridboxen
(Leica) von Dritten archiviert und verblindet, so dass fiir den Untersucher weder Datum, Tier noch
die Identifikationsnummer der Spermienbehandlung (Tab. 1) aus der Position der Blende in der

Gridbox ersichtlich waren.

1.7 Bildakquisition im Transmissionselektronenmikroskop

Fur die transmissionselektronenmikroskopische Auswertung der Schnitte stand ein EM 900 (Leo
GmbH, Oberkochen, Deutschland) zur Verfiigung. Die Analysen wurden bei einer Betriebsspan-
nung von 50 Kiloelektronenvolt unter Stickstoffkiihlung durchgefiihrt. Ziel der Bildakquisition war
es, von jeder Probe Aufnahmen von 100 Mittelstiickanschnitten fiir die spétere Befundung und sta-
tistische Auswertung zu erstellen (MegaView Ill1-Kamera; Auflésung: 1376 x 1032 Pixel; Soft Ima-
ging System, Minster, Deutschland). Daher wurden von jeder Spermienprobe je nach Spermien-
dichte eine, zwei oder maximal drei Blenden bendétigt und Photos in x12000-VergrolRerung aufge-
nommen. Mit der Bildakquisition wurde grundsatzlich in der linken oberen Ecke der jeweiligen
Blende begonnen. Von hier ausgehend wurde das Préparat maanderférmig mit Gberlappungsfreien
Blickfeldern der Kamera durchmustert. Je nach Spermiendichte wurden dabei bis zu 85 Photos pro

Spermienprobe aufgenommen, und zwar in ausgewdrfelten Intervallen zwischen 1 und 6.

Die Bilder wurden als LZW-komprimierte Tiff (tagged-image-file-format)-Dateien in einer Farbtie-
fe von 8-Bit-Graustufen gespeichert und zur Nachbearbeitung mit PhotoPaint 11 (Corel GmbH,
Minchen, Deutschland) in 24-Bit-Farbbilder umgewandelt. Diese Nachbearbeitungen betrafen die
Bildhelligkeit (Gamma-Korrektur), den Kontrast sowie die Bildschérfe (Unscharfmaske: Radius 5;
50 Prozent).

1.8 Befundung der Spermienproben

Die Befundung der Rinderspermien erfolgte am Monitor unter Verwendung von PhotoPaint 11
(Corel) und parallel am Ausdruck. Die untersuchten ultrastrukturellen Merkmalsauspréagungen,
beispielsweise verschiedene Mitochondrienkonformationen, wurden dabei farblich unterschiedlich

codiert.
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11.8.1 Methodische Uberlegungen

Aus Griinden, die in der Einleitung sowie im Ergebnisteil spezifiziert werden, haben wir uns auf die
Analyse der Mittelstiick-Mitochondrien der Rinderspermien konzentriert. Um Mehrfachz&hlungen
individueller Mitochondrien moglichst zu vermeiden, muss ihre dreidimensionale Anordnung be-
achtet werden. Bei Rinderspermien sind die Mitochondrien in Form einer Helix End-zu-End um die
Langsachse des Spermienmittelstiickes aufgereiht, wobei strittig ist, ob es sich um eine linksgangi-
ge (Kojima 1966) oder eine rechtsgangige Helix (Bahr und Engler 1970) handelt. Nach Bahr und
Engler (1970) windet sich jedes einzelne Mitochondrium genau einmal um die zentrale Spermien-
langsachse. Samtliche Schnittebenen, die senkrecht zur Langsachse des Spermienmittelstiicks ver-
laufen, erfassen das zu untersuchende Mitochondrium genau ein einziges Mal (Abb. 3A). Daher
kénnen in Querschnitten durch das Mittelstlick sdmtliche Mitochondrienanschnitte gewertet wer-
den, ohne dass Doppelz&hlungen eines Mitochondriums in groRer Zahl auftreten. Dagegen besteht
bei Langsschnitten durch das Spermienmittelstiick die Gefahr, dass individuelle Mitochondrien
mehrfach angeschnitten werden (Abb. 3B). Um Doppelbefundungen einzelner Mitochondrien mog-
lichst zu vermeiden, wurde in Langsschnitten daher nur eine der beiden perlschnurartigen Reihen

von Mitochondrien in die Auswertung einbezogen.

11.8.2 Quantitative Auswertung

Es wurden 100 Mittelstiickanschnitte pro Spermienprobe analysiert. Die Befundungskriterien der
jeweils untersuchten ultrastrukturellen Merkmale werden im Abschnitt ,,Ergebnisse® (S. 19ff) erldu-
tert. Mdgliche Unterschiede zwischen Probenpaaren hinsichtlich des Auftretens ultrastruktureller
Merkmale wurden mit Hilfe des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests auf statistische Signi-
fikanz Uberprift, da der Test fir den Vergleich zweier unabhéngiger, nicht normalverteilter Stich-
proben geeignet ist und die Testvoraussetzungen (mindestens ordinales Skalenniveau, stetige Vertei-
lung der Daten) erfillt sind (Rasch et al. 2006, Wei3 2010). Die statistischen Berechnungen sowie
die Erstellung der Box-and-Whiskers-Plots erfolgte mit dem Programm Statistica Version 10 fir
Windows (StatSoft (Europe) GmbH, Hamburg, Deutschland).
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Abb. 3: Helikale Mitochondrienanordnung im Spermienmittelstiick nach Befunden von Kojima 1965. Exemplarische
Darstellung einer von mehreren Mitochondrienhelices (linke Bildseite) im transmissionselektronenmikroskopischen
Schnitt (rechte Bildseite). A (Fall 1): Anschnittsebenen (rot) von senkrecht zur zentralen Langsachse (ZL) verlaufenden
Querschnitten durch das Mittelstlick erfassen jedes Mitochondrium (M) nur ein einziges Mal. P, Plasmamembran.
B (Fall 2): Parallel zur Spermienlidngsachse verlaufende Schnittebenen kdnnen ein Mitochondrium rechts und links der
zentralen Spermienléngsachse erfassen.
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I, ERGEBNISSE

. 1 Ultrastruktur der untersuchten Spermien

I11.1.1  Normalbefunde

Rinderspermien sind in den Spermienkopf sowie in Hals, Mittel-, Haupt- und Endstlck unterglie-
dert. Der im Spermienkopf lokalisierte Kern ist elektronendicht, im Langsschnitt zigarrenférmig,
bis zu 7,5 pm lang und zirka 0,3 pum breit (Abb. 4A). Am vorderen Pol sowie an der Seitenflache
des von einer Doppelmembran umgebenen Kerns findet sich das Akrosom, dessen hinterer Ab-
schnitt sich zum Aquatorialsegment verschmalert (Abb. 4B). Schon bei nichtsortierten, fiir die Elek-
tronenmikroskopie aufgearbeiteten Spermien treten partielle oder sogar vollstandige Abldsungen
der Plasmamembran des Spermienkopfes auf (Abb. 4A, B). Basal besitzt der Spermienkern eine
Mulde, in die sich die méRig elektronendichte, dem Kern eng anliegende Basalplatte einschmiegt
(Abb. 4C). Sie wird im Halsstiick schwanzwaérts vom gleichfalls moderat elektronendichten Kapitu-
lum unterlagert. Dahinter schlieBen sich die segmentierten Saulen an, die am Ubergang vom Hals
zum Mittelstiick mit den AulRenfibrillen verschmelzen (Abb. 4C).

In Langsschnitten durch das Mittelstiick zeigen sich beidseits lateral der AulRenfibrillen perlschnur-
artig angeordnete, Uberwiegend rundlich-ovale Mitochondrienanschnitte (Abb. 4, 5). Abweichend
hiervon sind die Mitochondrienanschnitte nahe des Spermienhalses oft langlich (Abb. 4C), was auf
einen regional steileren Verlauf der Mitochondrienhelix zurtickzufiihren ist (Saacke und Almquist
1964). Die Matrix orthodox konformierter Mitochondrien ist méRig elektronendicht und wird pro
Mitochondrienanschnitt im Regelfall von ein bis drei Cristae mitochondriales mit schmalem intra-
cristalem Spalt (Weite um 10 nm) durchzogen (Abb. 5A, B). Die Cristae verlaufen gestreckt oder
halbkreisformig gebogen. Die Weite des Verbindungsstucks (Crista Junction, Perkins et al. 1997)
zwischen einer Crista mitochondrialis und dem korrespondierenden Abschnitt der inneren Mito-
chondrienmembran kann die Weite des intracristalen Spaltes (bertreffen, fortsetzen oder unter-
schreiten (Abb. 5A).

Zwischen den AuRenfibrillen des Mittelstiicks und den Aulenmembranen der Mitochondrien finden
sich elektronendichte bandférmige Strukturen (Abb. 5B), die hdchstwahrscheinlich dem zunéchst
bei Hamsterspermien (Olson und Winfrey 1986), vor kurzem aber auch bei menschlichen Spermien
(Kadam et al. 2007) beschriebenen submitochondrialen Reticulum entsprechen. Zwischen den Au-
Renmembranen benachbarter Mitochondrien sind oft - im Einzelschnitt ein bis drei - kurze elektro-
nendichte Verbindungsstreben nachweisbar (Abb. 5C). Sie dhneln den zuerst bei Spermien des

Opossums beschriebenen intermitochondrialen Verbindungen (Olson und Hamilton 1976). Ahnliche
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Verbindungsstreben wurden spéter bei Hamsterspermien als studs charakterisiert (Olson und Win-
frey 1992) und auch bei Spermien des Meerschweinchens als intermitochondriale thin filaments do-
kumentiert (Suzuki-Toyota et al. 2010). Intermitochondriale Verbindungsstreben kdnnten gemein-
sam mit weiteren Verbindungsstreben zwischen Mitochondrien und Plasmamembran, die Suzuki-
Toyota et al. (2010) bei Spermien des Meerschweinchens und wir bei Rinderspermien fanden (Abb.
5C), unter anderem fur die mechanische Stabilisierung des Chondrioms bedeutungsvoll sein (siehe

Diskussion).

Am Ubergang vom Mittelstiick zum Hauptstiick liegt der im Langsschnitt dreieckige Jensen-Ring
(Saacke und Almquist 1964). Dabei weist die Basis des Dreiecks auf den Spermienkopf, seine Spit-
ze auf das Hauptstlick (Abb. 6A). Innerhalb des Hauptstiicks werden die AuBenfibrillen von einer
Faserscheide umgeben (Abb. 6A, B). Diese besteht aus zwei elektronendichten Langsfibrillen (Abb.
6B), die auf einander gegentber liegenden Seiten des Spermienschwanzes lokalisiert sind. Verbun-
den werden diese beiden Strange tber Ringfasern, die quer zur Spermienlangsachse verlaufen (Abb.
6B).

I11. 1.2  Vergleich nichtsortierter und geschlechtsspezifisch sortierter Spermien
Geschlechtsspezifisch sortierte Spermien weisen Motilitdtsminderungen auf (Grossfeld et al. 2005),
die nach Auffassung von Piomboni et al. (2012) als Hinweis auf mitochondriale Schadigungen ver-
standen werden konnen. Deshalb haben wir unser Augenmerk auf die Ultrastruktur der Mittelstiick-
Mitochondrien gerichtet. Wir fanden in den zun&chst orientierend untersuchten Proben sortierter
Spermien drei Klassen von ultrastrukturellen Auffalligkeiten (mitochondriale Gefligestérungen, Mi-
tochondrienschwellungen und stark kondensiert konformierte Mitochondrien), deren Relevanz an-
schlieBend mit erheblich vergréRertem Probenaufkommen bei sortierten und nichtsortierten Spermi-
en statistisch Gberpriift wurde. Hierzu wurden Spermienproben von insgesamt drei Tieren jeweils an
mehreren Versuchstagen entnommen. Nichtsortierte Proben (ID1) wurden sofort nach der Entnahme
fur die elektronenmikroskopische Untersuchung aufgearbeitet. Dagegen wurden Proben der ID3 zu-
vor im Standardverfahren geschlechtsspezifisch sortiert. Anschliefend wurden X- und Y-chro-
mosomale Spermien wieder zusammengefihrt, die im Abfallbehélter gesammelten geschadigten
Spermien jedoch verworfen. Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Mann-Whitney-U-
Tests (p<0,05).
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I11.1.2.1 Gefligestérungen des Chondrioms

Als mitochondriale Gefligestérung bezeichne ich Abweichungen von der fir reife Rinderspermien
im L&ngsschnitt typischerweise beschriebenen perlschnurartigen Anordnung der Mittelstiick-Mito-
chondrien (Saacke und Almquist 1964, S. 168: ,,a column of small spheres®). Im einfachsten, als
diskrete Gefiigestorung definierten Fall sind lediglich einzelne Mitochondrienanschnitte aus der an-
sonsten ungestort wirkenden perlschnurartigen Reihung ausgebrochen und in Richtung auf die Plas-
mamembran verlagert (Abb. 7A). Alternativ finden wir punktuelle Aussparungen in der ansonsten
luckenlosen Mitochondrienreihe, allerdings ohne Nachweis eines verlagerten Mitochondriums
(Abb. 7B). Eine weitere Variante diskreter Gefiligestorungen besteht darin, dass auch bei vollstédndig
abgeldster Plasmamembran lediglich einzelne Mitochondrien aus der Mitochondrienkette nach au-
Ren abgedrangt sind (Abb. 7C).

Massive mitochondriale Gefligestorungen sind dadurch charakterisiert, dass die perlschnurartige
Aneinanderreihung der Mitochondrien streckenweise nahezu vollstandig aufgehoben ist. Stattdes-
sen finden sich mehrschichtig oder sogar ganzlich irregulér angeordnete Mitochondrienanschnitte
(Abb. 7D). Die von der typischen helikalen Anordnung mit Sicherheit erheblich abweichende drei-
dimensionale Struktur massiv gestorter Mitochondriengefiige kann aus den analysierten Einzel-

schnitten nicht erschlossen werden.

Fur die statistische Auswertung beziiglich des Vorkommens mitochondrialer Gefligestérungen so-
wie aller weiteren untersuchten strukturellen Merkmale wurden unter Zugrundelegung eines Zu-
fallsverfahrens (Material und Methoden) transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen (Ver-
groRerung: x12000) von je 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermienprobe angefertigt. Anschlie-
Rend wurde fir jede Spermienprobe die Gesamtzahl der in diesen 100 Anschnitten sichtbaren Gefi-
gestérungen bestimmt. Hierbei wurden diskret oder massiv ausgepragte Geftigestorungen (Abb.
7A-D) zu einer gemeinsamen Kategorie zusammengefasst. Bei Langsschnitten wurden Gefligesto-
rungen in beiden Mitochondrienreihen eines Mittelstiicks in die Auswertung einbezogen. Es stellte
sich heraus, dass keines der drei untersuchten Tiere beztglich der Haufigkeit des Auftretens mito-
chondrialer Gefligestérungen einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen nichtsortierten
(ID1) und standardsortierten (ID3) Proben aufweist (Tab. 3).
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Tab. 3: Vergleich der Anzahl mitochondrialer Gefligestdrungen in nichtsortierten (ID1) und in standardsortierten Rin-
derspermien (ID3). Angegeben ist die Anzahl von Gefligestorungen pro Probe (je 100 Mittelstlickanschnitte). Vergli-
chen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Tier jeweils alle fir ID1 mit allen fir ID3 gewonnenen Zahlenwerte. Signifi-
kanter Unterschied bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

Anzahl Geflige-
stérungen je Probe

Tier Proben- ID1 ID3 p
entnahmetag
1 16. 06. 2008 7 0 N
30. 06. 2008 8 2
> 0,31
14. 07. 2008 6 9
05. 08. 2008 4 1 J
2 11. 08. 2008 1 0 N
25. 08. 2008 1 2
09. 09. 2008 0 0 > 0,46
23. 09. 2008 1 1
07. 10. 2008 2 0 /
3 21. 04. 2009 1 1
2.06.2 1
02. 06. 2009 0 031
09. 06. 2009 0 0
07.07. 2009 0 1

I11.1.2.2 Mitochondriale Schwellung

Bei den zuerst untersuchten Proben sortierter Spermien sind uns neben mitochondrialen Gefligesto-
rungen auch geschwollene Mittelstiick-Mitochondrien aufgefallen. Im Vergleich zu orthodox kon-
formierten Mitochondrien ist die Anschnittsflache stark geschwollener Mitochondrien vergroRert
und die Matrix weniger elektronendicht (Abb. 8A). Weiterhin lassen sich in ihrem Innenraum kaum
noch strukturell intakte Cristae, sondern haufig allenfalls Cristafragmente nachweisen. Wie in vie-
len anderen Veroffentlichungen Gber das Vorkommen mitochondrialer Schwellungen in ganz ver-
schiedenartigen Zelltypen beschrieben (Szollosi 1965, Blondin und Green 1967, zur Ubersicht:
Kaasik et al. 2007), fanden wir auch bei den Rinderspermien erhebliche Unterschiede hinsichtlich
des Schwellungsgrades der Mittelstiick-Mitochondrien. Die Spannbreite reichte von einer eben er-
kennbaren Aufhellung der Mitochondrienmatrix bis zu einer zirka vierfachen VergréfRerung der

elektronenhellen mitochondrialen Anschnittsflache.

Im néchsten Arbeitsschritt haben wir orientierend den prozentualen Anteil stark geschwollener Mi-
tochondrien am Chondriom nichtsortierter (ID1) und standardsortierter (ID3) Spermien miteinander

verglichen. Hierbei wurden nur diejenigen Mitochondrien als geschwollen gewertet, die bereits in
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der Ubersichtsaufnahme (VergroRerung: x12000) auf Grund (1) ihrer GréBenzunahme, (2) ihrer Ar-
mut an intakten Cristae sowie (3) wegen ihrer stark verminderten Elektronendichte unter der Mehr-
heit benachbarter, gleichférmig perlschnurartig angeordneter Mitochondrien hervorstachen (Abb.
8A). Diese stark geschwollenen Mitochondrien kénnen unschwer sowohl gegen orthodox als auch
gegen kondensiert konformierte Mitochondrien (siehe Kapitel 111. 1.2.3) abgegrenzt werden.

Zunachst wurde fur jeden einzelnen befundeten Mittelstlickanschnitt (pro Probe: 100 Mittelstiickan-
schnitte) der prozentuale Anteil stark geschwollener Mitochondrien ermittelt. Bei der statistischen
Auswertung (Mann-Whitney-U-Test) wurden anschlie3end jeweils die Prozentwerte von 100 Mit-
telstiicken einer nichtsortierten Spermienprobe (ID1) mit den Prozentwerten von 100 Mittelstiicken
der korrespondierenden sortierten Spermienprobe (ID3) vom selben Probenentnahmetag miteinan-
der verglichen (Tab. 4). Hierbei stellte sich heraus, dass stark geschwollene Mitochondrien nur bei
einem von 13 untersuchten Probenpaaren (Tiere 1, 2 und 3 mit jeweils 4, 5 und 4 Probenpaaren)
signifikant haufiger bei sortierten Spermien auftraten (Tier 2, Probenentnahmetag: 25. 08. 2008).
Bei allen anderen untersuchten Probenpaaren konnten wir dagegen keinen signifikanten

Unterschied beziglich des Merkmals ,,starke Mitochondrienschwellung® nachweisen.

Zur weiteren Veranschaulichung der Ergebnisse wurde aus den pro Spermienprobe ermittelten 100
Prozentwerten (Anteil stark geschwollener Mitochondrien pro Mittelstlickanschnitt) der arithmeti-
sche Mittelwert (AM) sowie der Median (MD) errechnet (Tab. 5). Hierbei zeigte sich, dass der
arithmetische Mittelwert bei den Proben nichtsortierter Spermien (ID1) in engen Grenzen zwischen
0,0 Prozent und 1,5 Prozent schwankt. In den korrespondierenden Proben von Spermien, die den
Sortierprozess nach Standardprotokoll durchlaufen haben (ID3), ist die Schwankungsbreite des
arithmetischen Mittelwerts (zwischen 0,0 Prozent und 3,6 Prozent) nur wenig grofer. Fir den Medi-
an ergibt sich in allen Proben sortierter wie nichtsortierter Spermien der Wert 0.
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Tab. 4: Vergleich des prozentualen Anteils stark geschwollener Mitochondrien in den Proben nichtsortierter (ID1) und
standardsortierter (ID3) Rinderspermien. Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils
die fur ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fiir ID3 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei
p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID1 versus ID3

Tier Proben- P
entnahmetag

1 16. 06. 2008 0,47
30.06.2008 0,91
14.07.2008 0,90
05.08.2008 0,81

2 11.08.2008 1,00
25.08.2008 0,02*
09.09.2008 0,91
23.09.2008 0,71
07.10.2008 0,91

3 21.04.2009 0,90
02.06.2009 0,81
09.06.2009 0,71
07.07.2009 0,81

Tab. 5: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark geschwollener Mitochondrien in den Proben nichtsortierter (ID1)
und standardsortierter (ID3) Rinderspermien. Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM)
aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID3 ID1 ID3
entnahmetag

1 16. 06. 2008 00 00 15 05
30. 06. 2008 00 00 02 05
14. 07. 2008 00 00 01 05
05. 08. 2008 00 00 0,1 00

2 11. 08. 2008 00 0,0 00 01
25. 08. 2008 0,0 0,0 00 36
09. 09. 2008 0,0 0,0 02 01
23. 09. 2008 00 00 04 00
07. 10. 2008 00 00 0,1 01

3 21.04.2009 00 00 09 05
02. 06. 2009 00 00 00 03
09. 06. 2009 00 00 05 00
07.07. 2009 00 00 01 07
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I11.1.2.3 Mitochondrienkonformation

Die dritte ultrastrukturelle Auffélligkeit in den zu Studienbeginn untersuchten Proben bestand darin,
dass standardsortierte wie nichtsortierte Proben offenbar sowohl Spermien mit einem hohen Anteil
kondensierter Mitochondrien als auch Spermien mit zahlreichen orthodox konformierten Mitochon-
drien aufwiesen (Abb. 8B-F). Die mogliche Sequenz der Entstehung maximal kondensierter Mito-
chondrien lieR sich aus elektronenmikroskopischen Momentaufnahmen hypothetisch rekonstruie-
ren. Demnach setzt die Entwicklung mit einer geringgradigen Dilatation einzelner oder mehrerer
Cristae mitochondriales ein (Abb. 8B). Im weiteren Verlauf scheint sowohl die Weite des intracris-
talen Spalts als auch die Weite der Crista Junctions (Abb. 8C) stdndig zuzunehmen, bis im Extrem-
fall das gesamte Mitochondrium von einem elektronenhellen Zentrum ausgefullt ist, das rundum

von der erheblich verdichteten mitochondrialen Matrix umgeben wird (Abb. 8B, C).

Um den Anteil kondensierter Mitochondrien am Chondriom sortierter und nichtsortierter Spermien
quantitativ zu erfassen, wurde das zuvor flr die Quantifizierung von mitochondrialen Gefiigestérun-
gen sowie von stark geschwollenen Mitochondrien verwendete Bildmaterial erneut ausgewertet.
Zur Vermeidung falsch positiver Bewertungen wurden nur solche Mitochondrienanschnitte als kon-
densiert klassifiziert, die einen extrem stark, wie ausgestanzt wirkenden elektronendichten rand-
stdndigen Saum kondensierter Matrix zeigten, der um ein elektronenhelles, im Regelfall vollstandig
oder zumindest weitgehend strukturloses Zentrum gruppiert war (Abb. 8C, E, F). Um die Abgren-
zung kondensierter Mitochondrien gegen beginnend geschwollene Mitochondrien, die gleichfalls
uber zentrale elektronenhelle Abschnitte und randstandige, elektronendichte Mitochondrienmem-
branen verfligen, zu erleichtern, haben wir ein Zusatzkriterium festgelegt. Demnach ist bei stark
kondensierten Mitochondrien der Anteil der kondensierten randstandigen Matrix einschliel3lich der
hiervon schwer oder gar nicht abtrennbaren elektronendichten Mitochondrienmembranen am Ge-
samtdurchmesser mindestens so hoch wie der Anteil des elektronenhellen Zentrums. Dieses Zusatz-
kriterium stoRt lediglich bei extrem tangential angeschnittenen Mitochondrien an seine Grenzen. Ei-
ne Abgrenzung stark kondensierter gegen stark geschwollene Mitochondrien ist dagegen auf Grund

der enormen VergroRerung des Durchmessers stark geschwollener Mitochondrien jederzeit méglich.

Bei der gquantitativen Auswertung wurde in Analogie zur vorhergehenden Untersuchung stark ge-
schwollener Mitochondrien der prozentuale Anteil stark kondensierter Mitochondrienanschnitte fir
jeden der pro Spermienprobe befundeten 100 Mittelstiickanschnitte bestimmt. In den nichtsortierten
Proben (ID1) waren die Mitochondrien mit Haufigkeiten von 0,7 Prozent bis 10,4 Prozent (AM)
stark kondensiert (Tab. 6). In den standardsortierten Proben (ID3) traten stark kondensierte Mito-

chondrienanschnitte erheblich h&ufiger auf (AM: 12,8 Prozent bis 76,6 Prozent). Beim Vergleich
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korrespondierender nichtsortierter und standardsortierter Spermienproben vom jeweils selben Pro-
benentnahmetag (Tab. 7) fand sich in allen Féllen ein signifikant erhdhter Prozentsatz stark konden-
sierter Mitochondrien in den sortierten Spermienproben (Mann-Whitney-U-Test, p<0.05). Die vor-
liegende Untersuchung weist demnach erstmals nach, dass die Mitochondrien von Rinderspermien
beim geschlechtsspezifischen Sortieren in ganz erheblichem Umfang Konformationséanderungen

durchlaufen.

Zusitzlich zur tabellarischen Darstellung wurden die beziiglich des Merkmals ,,stark kondensierte
Mitochondrien® erhobenen Ergebnisse als Box-and-Whiskers-Plots visualisiert (Tier 1: Abb. 9A-D,
Tier 2: Abb. 10A-E, Tier 3: Abb. 11A-D). In solchen Plots beschreiben die horizontalen unteren be-
ziehungsweise oberen Begrenzungen der Box das 25- beziehungsweise das 75-Prozent-Quantil. Der
Median des pro Spermienprobe ermittelten Prozentsatzes stark kondensierter Mitochondrien in 100
Mittelstlickanschnitten ist als kleines Quadrat innerhalb der Box markiert. Die von der Box nach un-
ten und oben ausgehenden Antennen (whiskers) stellen die Minimal- und Maximalwerte der in den

Mittelstlickanschnitten der Spermienprobe ermittelten Prozentwerte dar (Weil? 2010).

Tab. 6: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) und standard-
sortierten (ID3) Rinderspermien. Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100
Prozentwerten jeder Probe. 1D, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID3 ID1 ID3
entnahmetag

1  16.06. 2008 00 374 25 357
30. 06. 2008 00 00 0,7 18,0
14. 07. 2008 00 00 1,9 128
05. 08. 2008 00 764 10,4 66,9

2 11.08.2008 0,0 80,0 1,4 70,6
25. 08. 2008 00 134 09 248
09. 09. 2008 0,0 76,0 3,7 708
23.09. 2008 0,0 651 23 494
07. 10. 2008 0,0 750 22 67,0

3 21.04.2009 0,0 833 25 76,6
02. 06. 2009 00 828 7,1 70,0
09. 06. 2009 0,0 66,7 2,1 53,6
07.07. 2009 0,0 683 3,9 56,7
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Tab. 7: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) und standardsor-
tierten (ID3) Rinderspermien. Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden jeweils pro Probenentnahmetag alle fur die
ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fiir ID3 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05;
ID, ldentifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID1 versus ID3

Tier Proben- p
entnahmetag

1 16. 06. 2008  0,00*
30. 06. 2008 0,00*
14.07.2008 0,02*
05.08.2008 0,00*

2 11. 08. 2008 0,00*
25.08.2008 0,00*
09. 09. 2008 0,00*
23.09.2008 0,00*
07.10.2008 0,00*

3 21.04.2009 0,00*
02.06.2009  0,00*
09.06.2009  0,00*
07.07.2009  0,00*
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Abb. 4: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Kopf (Ko), Hals (Ha), Mittelstiick (Ms) und
Hauptstiick (Hs) von Rinderspermien. A: Reprisentative Ubersichtsaufnahme einer Spermaprobe (Tier 3, 23. 06. 2009,
Aralditblock d, ID1: nichtsortiert). Die Plasmamembran (P) des Spermienkopfes ist hdufig abgehoben. ID, Identifika-
tionsnummer der Spermienbehandlung; M, Mitochondrium; K, Kern. B: Details von Spermienkopfund Spermienmittel-
stiick. Af, AuBenfibrillen; Ak, Akrosom; As, Aquatorialsegment (Tier 1, 05. 08. 2008, Aralditblock a, ID1: nichtsortiert).
C: Die AuBenfibrillen setzen sich iiber die segmentierten Sdulen (seS) in das Kapitulum (Ka) fort. Dieses projiziert auf die
Basalplatte (Bp), die sich in eine Konkavitit des Kerns (Pfeilkopfe) einschmiegt (Tier 2, 22. 10. 2009, Aralditblock a, ID1:
nichtsortiert). MaB3stibe: A=1 um; B,C=0,2 pm.
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Abb. 5: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Mittelstiicken von Rinderspermien, Lings-
schnitte. A: Perlschnurartige Aufreihung der Mitochondrien (M) lateral der AuBenfibrillen (Af). Die mitochondriale Ma-
trix (mM) ist méaBig elektronendicht. Beachte das Fehlen der Plasmamembran. Ax, Axonem; CJ, Crista Junction; Cm,
Cristae mitochondriales; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung (Tier 1, 16. 06. 2008, Aralditblock a, ID2:
Inkubation mit DNS-Farbstoff Hoechst 33342). B: Das elektronendichte Band (Pfeilkdpfe) zwischen Mitochondrien und
AuBenfibrillen entspricht dem bei Hamsterspermien erstbeschriebenen submitochondrialen Reticulum (Olson und
Winfrey 1986). P, Plasmamembran (Tier 3, 26. 05. 2009, Aralditblock a, ID1: nichtsortiert). C: Diskrete elektronendichte
Verbindungsstreben zwischen den dufleren Membranen (M) benachbarter Mitochondrien (Pfeilkdpfe) sowie zwischen
duBerer Mitochondrienmembran und Plasmamembran (Pfeile) (Tier 1, 05. 08. 2008, Aralditblock a, ID1: nichtsortiert).

MaBstibe=0,1 pm.
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Abb. 6: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen vom Ubergang zwischen Mittelstiick (Ms) und
Hauptstiick (Hs) von Rinderspermien. A: Der dreieckige elektronendichte Jensen-Ring (Pfeilkdpfe) bildet die Grenze
zwischen Mittel- und Hauptstiick. Im Hauptstiick werden AuBlenfibrillen (Af) und Axonem (Ax) von einer Faserscheide
(Fs) umgeben. M, Mitochondrium; P, Plasmamembran; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung (Tier 1, 05.
08. 2008, Aralditblock a, ID1: nichtsortiert). B: Die Faserscheide des Hauptstiicks besteht aus elektronendichten
Langsfibrillen (Lf), die durch Ringfasern (Rf) miteinander verbunden sind (Tier 1, 16. 06. 2008, Aralditblock a, ID1: nicht-
sortiert). Malistdbe=0,1 pm.
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Abb. 7: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Gefiigestorungen des Chondrioms in Rinder-
spermien, Lingsschnitte. A: Diskrete Gefligestorung: unter den Mittelstiick-Mitochondrien (M) ist ein einziges irregulér
positioniert (Pfeil und Ausschnittsvergrofierung). Af, AuBBenfibrillen; Ax, Axonem; ID, Identifikationsnummer der Sper-
mienbehandlung; P, Plasmamembran (Tier 3, 23. 06. 2009, Aralditblock a, ID10: Durchgang durch das Sortiergerit, Ein-
frieren und Wiederauftauen). B: Liicke (Pfeil) in der Mitochondrienreihe (Tier 3, 26. 05. 2009, Aralditblock a, ID1: nicht-
sortiert). C: Ein aus der Reihe verschobener Mitochondrienanschnitt (Pfeil) bei abgeldster Plasmamembran (Tier 2, 25.
08.2008, Aralditblock b, ID5: Durchgang durch das Sortiergerit bei ausgeschaltetem Laser). D: Massive Gefiigestérung:
zwei bis drei “Schichten” (Pfeil und Ausschnittsvergroerung) irregulér positionierter Mitochondrien (Tier 3, 21. 04.
2009, Aralditblock a, ID3: standardsortiert). MaBstabe: A,C=0,1 um; B,D=0,5 pm.



Abb. 8: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von geschwollenen sowie unterschiedlich konfor-
mierten Mitochondrien in Rinderspermien. A: Beginnende (Pfeilkopf) und starke (Pfeil) mitochondriale Schwellung.
Af, AuBBenfibrillen; Ax, Axonem; Cm, Crista mitochondrialis; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung; M,
Mitochondrien; P, Plasmamembran (Tier 1, 30. 06. 2008, Aralditblock b, ID3: standardsortiert). B: Kondensierte
Mitochondrienkonformation: hypothetische Entstehungssequenz (I bis III) mit zunehmender Dilatation der Cristae
mitochondriales und Marginalisation der elektronendichten mitochondrialen Matrix (mM) (Tier 2, 11. 08. 2008, Araldit-
block a, ID3: standardsortiert). C: Kondensierte Mitochondrien mit erweiterten Crista Junctions (CJ); iM, innere Mito-
chondrienmembran; M, dullere Mitochondrienmembran (Tier 1, 05. 08. 2008, Aralditblock ¢, ID3: standardsortiert).
D: Fast alle Mitochondrien zeigen orthodoxe Konformation (Tier 1, 16. 06. 2008, Aralditblock a, ID1: nichtsortiert).
E: Zahlreiche Mitochondrien mit stark kondensierter Konformation (Tier 1, 05. 08. 2008, Aralditblock ¢, ID3:
standardsortiert). F: Mittelstlickanschnitte, bei denen sdmtliche Mitochondrienanschnitte entweder kondensierte (Pfeil)
oder orthodoxe (Pfeilkopf) Konformation aufweisen (Tier 3, 09. 06. 2009, Aralditblock e, ID6: sortiert bei 5 Volt am
Piezokristall). MaBistabe: A=0,2 um; B,C=0,1 um; D-F=0,5 um.
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Abb. 9A-D: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen Proben von Tier 1 besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter (ID1) und standardsortierter (ID3)
Rinderspermien vom selben Probenentnahmetag. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 10A-E: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen Proben von Tier 2 besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter (ID1) und standardsortierter (ID3)
Rinderspermien vom selben Probenentnahmetag. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 11A-D: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermi-
enprobe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen Proben von Tier 3 besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter (ID1) und standardsortierter (ID3)
Rinderspermien vom selben Probenentnahmetag. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.



-36 -

1. 2 Einfluss individueller Komponenten des Sortierprozesses auf die Konformation
von Spermienmitochondrien

Im Anschluss haben wir untersucht, welche Komponenten des Sortierverfahrens dafur verantwort-

lich sein konnten, dass viele Spermienmitochondrien hierbei einen Konformationswechsel von or-

thodox zu kondensiert durchlaufen. Zu diesem Zweck wurden Spermienproben aus unterschiedli-

chen Phasen des Sortierprozesses enthnommen und analysiert.

. 2.1 DNS-Farbstoff Hoechst 33342

Der DNS-Farbstoff Hoechst 33342 wurde den flr die Sortierung vorgesehenen Spermienproben un-
mittelbar vor dem Einbringen in das Sortiergerat beigefugt (ID2). Verglichen wurden zunéchst Sper-
mienproben der ID2 und ID1 (nichtsortiert). Bei den Tieren 1 und 2 bestand hierbei kein signifikan-
ter Unterschied hinsichtlich des Vorkommens stark kondensierter Mitochondrien (Tab. 8, 9; Abb.
12A, B). Im Gegensatz dazu war bei Tier 3 der Anteil stark kondensierter Mitochondrien in den
Proben der I1D2 signifikant hoher als in den korrespondierenden Proben der ID1 (Tab. 8, 9; Abb.
12C). Stark kondensierte Mitochondrien entstehen demnach mindestens in einem Teil der Falle be-

reits vor dem Durchlauf des Sortiergerats unter Einwirkung des DNS-Farbstoffs Hoechst 33342.

Tab. 8: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) und in mit
dem DNS-Farbstoff Hoechst 33342 inkubierten (ID2) Rinderspermien. Angegeben ist der Median (MD) und der arith-
metische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. 1D, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben-

ID1 ID2 ID1 ID2
entnahmetag

1 16. 06. 2008 00 00 25 28
2 11. 08. 2008 00 00 14 22
3 21.04. 2009 0,0 40,0 2,5 422

Tab. 9: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) und in mit dem
DNS-Farbstoff Hoechst 33342 inkubierten (ID2) Rinderspermien. Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden jeweils
pro Probenentnahmetag alle fur die ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fiir ID2 gewonnenen Prozentwerten. Signifi-
kanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID1 versus ID2

Tier Proben- p
entnahmetag

1 16. 06. 2008 0,69
2 11.08.2008 0,53
3 21.04.2009 0,00*
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Im néchsten Schritt wollten wir herausfinden, ob sich die Haufigkeit stark kondensierter Mitochon-
drien signifikant erhéht, wenn Spermien, die bereits mit Hoechst 33342 inkubiert waren (ID2), an-
schlielend standardmaRig sortiert werden (ID3). Tatsdchlich zeigte sich eine solche signifikante Er-
hohung (p<0,05) des Anteils stark kondensierter Mitochondrien bei allen drei untersuchten Tieren
(Tab. 10, 11; Abb. 13A-C).

Tab. 10: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in mit dem DNS-Farbstoff Hoechst
33342 inkubierten (ID2) und in standardsortierten (ID3) Rinderspermien. Angegeben ist der Median (MD) und der
arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, ldentifikationsnummer der Spermienbe-
handlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID2 ID3 ID2 ID3
entnahmetag

1 16. 06. 2008 00 374 28 357
2 11. 08. 2008 0,0 80,0 2,2 70,6
3 21.04.2009 40,0 83,3 42,2 76,6

Tab. 11: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in mit dem DNS-Farbstoff Hoechst
33342 inkubierten (ID2) und in standardsortierten (ID3) Rinderspermien. Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden
jeweils pro Probenentnahmetag die fur ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fir ID3 gewonnenen Prozentwerten. Sig-
nifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID2 versus ID3

Tier Proben- p
entnahmetag

1 16. 06. 2008 0,00*
2 11. 08. 2008 0,00*
3 21. 04. 2009 0,00*

11.2.2 Laser

Im néchsten Arbeitsschritt wurde Uberpruft, ob das signifikant hdufigere Auftreten von stark kon-
densierten Mitochondrien bei standardsortierten Spermien (ID3) verglichen mit nichtsortierten
Spermien (ID1) vom Einfluss des Lasers, der in das Sortiergerat integriert ist, abhéngt. Zu diesem
Zweck wurden Spermienproben untersucht, die das Sortiergerat nach der Inkubation mit Hoechst
33342 bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen haben (ID5). Bei der Analyse dieser Daten muss be-
dacht werden, dass das Ausschalten des Lasers komplexe Folgen hat (siehe auch Diskussion). Es
entfallt ndmlich hierdurch nicht nur der mogliche direkte Einfluss des Lasers, sondern auch die ge-
schlechtsspezifische elektrische Aufladung der X- oder Y-chromosomalen Spermien. Folglich fallen
bei ID5 alle Spermien unabgelenkt in den Abfallbeh&lter des Sortiergerates, in dem auch die bereits

vor der Sortierung geschédigten (und technisch auf andere Weise aussortierten Spermien: Material
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und Methoden) gesammelt werden. Im Gegensatz dazu bestehen die standardsortierten Proben der

ID3 ausschlieBlich aus geschlechtsspezifisch sortierten und anschlielend gepoolten Spermien.

Bei allen drei untersuchten Tieren zeigte sich, dass Spermienproben der ID5, verglichen mit korres-
pondierenden Kontrollproben der ID1 (nichtsortierte Spermien), einen signifikant hoheren Anteil an
Mitochondrien mit stark kondensierter Konformation aufweisen (Tab. 12, 13; Abb. 14A-C). Dieser
Befund unterstiitzt die Auffassung, dass auch diejenigen Komponenten des Sortierprozesses, die
nach Ausschaltung des Lasers sowie der folgenden elektrischen Aufladung der Spermien wirksam
bleiben, an der Entstehung stark kondensierter Mitochondrien beteiligt sind.

Tab. 12: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in Proben nichtsortierter Rinder-
spermien (ID1) und in Proben, die das Sortiergerat bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen haben (ID5). Angegeben ist
der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, Identifikations-
nummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID5 ID1 ID5
entnahmetag

1 30. 06. 2008 00 39 0,7 252
2 25. 08. 2008 00 83 09 18,0
3 26. 05. 2009 00 250 43 319

Tab. 13: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in Proben nichtsortierter Rinderspermi-
en (ID1) und in Proben, die das Sortiergerat bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen haben (ID5). Verglichen (Mann-
Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fiir ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fir ID5 ge-
wonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehand-
lung.

ID1 versus ID5

Tier Proben- p
entnahmetag

1 30. 06.2008  0,00*
2 25.08.2008 0,00*
3 26.05.2009 0,00*

Ein Vergleich zwischen IDS5 und der ,,klassischen” ID3 ist auf Grund der oben dargelegten Unter-
schiede in der Zusammensetzung der resultierenden Proben nicht optimal belastbar. Besser geeignet
ist ein Vergleich zwischen Proben von Spermien, die bei ausgeschaltetem Laser durch das Sortier-
gerat hindurchgegangen sind (ID5) und Proben von standardsortierten gepoolten Spermien, denen
nachtraglich auch die primar geschédigten und deshalb in den Abfallbehdlter des Sortiergerates ge-
lenkten Spermien hinzugegeben werden (ID3+). Fir diesen Vergleich stand vorlaufig lediglich ein
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einziges korrespondierendes Probenpaar des Tieres 3 zur Verfugung, dessen Analyse bezlglich des
Vorkommens stark kondensierter Mitochondrien keinen signifikanten Unterschied zwischen 1D3+
und ID5 zutage forderte (Tab. 14, 15; Abb. 15).

Tab. 14: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in einer Probe standardsortierter
Rinderspermien, denen unabgelenkte Spermien aus dem Abfallbehdlter hinzugefligt wurden (ID3+), und in einer Probe,
die das Sortiergerat bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen hat (ID5). Angegeben ist der Median (MD) und der arithme-
tische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID3+ ID5 ID3+ ID5
entnahmetag

3 26.05.2009 26,8 25,0 33,6 31,9

Tab. 15: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in einer Probe standardsortierter Rinder-
spermien, denen unabgelenkte Spermien aus dem Abfallbehélter hinzugefiigt wurden (ID3+), und in einer Probe, die
das Sortiergerét bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen hat (ID5). Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden die fir
ID3+ gewonnenen Prozentwerte mit den fir ID5 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05;
ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID3+ versus ID5

Tier Proben- p
entnahmetag

3 26.05.2009 0,98

I11.2.3  Spannung am Piezokristall

AnschlieBend wollten wir herausfinden, ob die Hohe der elektrischen Spannung am Piezokristall
des Sortiergerates, der fir die Vibration der Dise und somit flr die Erzeugung des fir die Sortie-
rung unentbehrlichen Tropfenstroms verantwortlich ist, Einfluss auf die Mitochondrienkonforma-
tion hat. Deshalb haben wir die bei der Standardsortierung reguldr verwendete Spannung von 25
oder 30 \Volt (ID3) auf 5 Wolt reduziert (ID6).

Zunachst wurde die Haufigkeit von Anschnitten stark kondensierter Mitochondrien in Proben der
ID6 mit derjenigen verglichen, die bei nichtsortierten Kontrollproben (ID1) auftritt. Hierbei zeigte
sich bei allen drei untersuchten Tieren ein signifikant hoherer Anteil stark kondensierter Mitochon-
drien bei Proben der ID6 (Tab. 16, 17; Abb. 16A-C).
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Tab. 16: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) und in bei
reduzierter Spannung am Piezokristall sortierten (ID6) Rinderspermien. Angegeben ist der Median (MD) und der arith-
metische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. 1D, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 1D6 ID1 ID6
entnahmetag

1 05. 08. 2008 00 735 10,4 61,2
2 07. 10. 2008 00 63,6 2,2 57,6
3 09. 06. 2009 00 714 2,1 598

Tab. 17: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) und in bei redu-
zierter Spannung am Piezokristall sortierten (ID6) Rinderspermien. Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro
Probenentnahmetag jeweils die fiir ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fur ID6 gewonnenen Prozentwerten. Signifi-
kanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID1 versus ID6

Tier Proben- p
entnahmetag

1 05. 08.2008  0,00*
2 07.10.2008  0,00*
3 09. 06.2009  0,00*

Im néchsten Arbeitsschritt wurden Proben der ID6 mit Proben der ID3 (Standardsortierung mit 25
oder 30 Volt am Piezokristall) verglichen. Demnach fuhrt die Applikation geringerer Spannungen
am Piezokristall (ID6) zu uneinheitlichen Ergebnissen. Bei Tier 2 trat eine signifikante Verminde-
rung des Anteils stark kondensierter Mitochondrien auf (Tab. 18, 19; Abb. 17B). Dagegen fand sich
bei den Tieren 1 und 3 kein signifikanter Unterschied beziiglich des untersuchten Merkmals (Tab.
18, 19; Abb. 17A, C).

Tab. 18: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in standardsortierten (ID3) und in
bei reduzierter Spannung am Piezokristall sortierten (ID6) Rinderspermien. Angegeben ist der Median (MD) und der
arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, ldentifikationsnummer der Spermienbe-
handlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID3 ID6 ID3 ID6
entnahmetag

1 05.08.2008 76,4 735 66,9 61,2
2 07.10.2008 75,0 63,6 67,0 57,6
3 09.06.2009 66,7 71,4 53,6 59,8



-4] -

Tab. 19: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in standardsortierten (ID3) und in bei
reduzierter Spannung am Piezokristall sortierten (ID6) Rinderspermien. Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro
Probenentnahmetag jeweils die fur ID3 gewonnenen Prozentwerte mit den fiir ID6 gewonnenen Prozentwerten. Signifi-
kanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

1D3 versus ID6

Tier Proben- p
entnahmetag

1 05.08.2008 0,27
2 07.10.2008 0,01*
3 09.06.2009 0,51

1. 2.4 Hochspannungsplatten

Weiterhin wurde der Einfluss des durch die Hochspannungsplatten erzeugten elektrischen Feldes
auf die Ultrastruktur der Spermienmitochondrien untersucht. Hierfur wurden Spermien wie Ublich
zundchst mit dem DNS-Farbstoff Hoechst 33342 inkubiert, passierten den Laserstrahl und wurden
dann, je nach Geschlecht, positiv oder negativ geladen. Das im Standardsortierverfahren (ID3) an-
schlielend zu durchlaufende elektrische Feld blieb jedoch in diesem Versuch ausgeschaltet, weshalb
die geladenen Spermien nicht zu den Seiten abgelenkt, sondern - wie bei ID5 (Ausschaltung des La-
sers) - geradewegs in den Abfallbehalter des Sortiergerétes geleitet wurden (ID7). Zundchst wurden
Spermienproben der ID7 mit Kontrollproben nichtsortierter Spermien (ID1) verglichen. Hierbei
zeigten die Proben der ID7 bei allen drei Tieren eine signifikant hohere Haufigkeit von Mitochon-
drien mit stark kondensierter Konformation (Tab. 20, 21; Abb. 18A-D).

Tab. 20: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in Proben nichtsortierter Rinder-
spermien (ID1) und in Proben, die das Sortiergerat bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten durchlaufen haben (1D7).
Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID7 ID1 ID7
entnahmetag

14. 07. 2008 00 0,0 19 99
23. 09. 2008 0,0 652 23 459
02. 06. 2009 0,0 70,2 7,1 598
07.07. 2009 0,0 750 39 61,4

w w N
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Tab. 21: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in Proben nichtsortierter Rinderspermi-
en (ID1) und in Proben, die das Sortiergerdt bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten durchlaufen haben (ID7). Ver-
glichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fur ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den
fur ID7 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermi-
enbehandlung.

ID1 versus ID7

Tier Proben- p
entnahmetag
1 14.07.2008 0,03*
2 23.09.2008 0,00*
3 02.06.2009  0,00*
3 07.07.2009  0,00*

AnschlieRend wurden die Spermienproben der ID7 mit standardsortierten Spermienproben (ID3)
verglichen, denen allerdings in diesem Fall, anders als bei den bereits geschilderten Versuchen mit
dem Laser (ID5 versus ID3+), keine geschadigten Spermien aus dem Abfallbehélter zugesetzt wur-
den (siehe Diskussion). Wir wollten wissen, ob das Ausschalten des elektrischen Feldes, verglichen
mit der Standardsortierung, eine Verringerung des Anteils kondensierter Mitochondrien herbeifthrt.
Tatsachlich fanden wir, ungeachtet der Tatsache, dass die Proben der ID7, im Gegensatz zu Proben
der ID3, auch primadr geschadigte Spermien enthalten, bei den Tieren 1 und 2 niedrigere
arithmetische Mittelwerte fir ID7, in beiden Fallen jedoch ohne statistische Signifikanz (Tab. 22,
23; Abb. 19A, B). Bei Tier 3 waren die Ergebnisse uneinheitlich. An einem der beiden Proben-
entnahmetage wiesen die Proben der ID7, verglichen mit den Proben der ID3, sogar signifikant
geringere Haufigkeiten stark kondensierter Mitochondrienanschnitte auf. Uberraschenderweise
zeigte sich aber am zweiten Probenentnahmetag ein hoherer arithmetischer Mittelwert bei ID7, dies
allerdings ohne statistische Signifikanz (Tab. 22, 23; Abb. 19C, D).

Tab. 22: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in Proben standardsortierter Rinder-
spermien (ID3) und in Proben, die das Sortiergerdt bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten durchlaufen haben (ID7).
Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID3 ID7 ID3 ID7
entnahmetag

14.07. 2008 00 00 128 99
23.09.2008 65,2 65,2 49,4 459
02.06.2009 828 70,2 70,0 59,8
07.07.2009 68,3 75,0 56,7 61,4

w W N
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Tab. 23: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in Proben standardsortierter Rindersper-
mien (ID3) und in Proben, die das Sortiergerédt bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten durchlaufen haben (ID7).
Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fur ID3 gewonnenen Prozentwerte mit
den fir ID7 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Sper-
mienbehandlung.

1D3 versus ID7

Tier Proben- p
entnahmetag
1 14.07.2008 0,70
2 23.09.2008 0,44
3 02.06.2009 0,01*
3 07.07.2009 0,16

1. 2.5 Eidotter im Auffangmedium

Bei der Sortierung nach Standardprotokoll (ID3) wird dem TEST-Medium, in dem die sortierten
Spermien aufgefangen werden, zusétzlich Eidotter zugegeben, der unter anderem Beeintrachtigun-
gen der Spermienqualitat durch vorhergehende Verdunnungseffekte (Zugabe von Hoechst 33342,
Lebensmittelfarbstoff FD&C Rot Nr. 40, Mantelfliissigkeit und Auffangmedium) verhindern soll
(Maxwell 1996, zur Ubersicht: Johnson et al. 2005). Wir wollten wissen, ob das Weglassen des
Eidotters (ID4) Einfluss auf die Haufigkeit stark kondensierter Mitochondrien hat. Zunachst stellte
sich heraus, dass Spermienproben der ID4, verglichen mit ID1 (nichtsortiert), bei allen untersuchten
Tieren signifikant hohere Anteile an Mitochondrien mit stark kondensierter Konformation
aufweisen (Tab. 24, 25; Abb. 20A-E).

Tab. 24: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien
(ID1) und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Eidotter eingebracht wurden (1D4). Ange-
geben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. 1D, Identifi-
kationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID4 ID1 ID4
entnahmetag

23. 06. 2008 0,0 66,7 0,2 58,5
18. 08. 2008 00 00 1,8 14,8
05. 05. 2009 0,0 250 1,7 299
02. 06. 2009 0,0 20,0 71 250
07.07. 2009 0,0 333 39 382

w W W N
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Tab. 25: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien (ID1)
und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Eidotter eingebracht wurden (1D4). Verglichen
(Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fur ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fiir 1D4
gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehand-
lung.

ID1 versus ID4

Tier Proben- p
entnahmetag

23.06.2008 0,00*
18. 08. 2008  0,00*
05.05.2009 0,00*
02.06.2009 0,00*
07.07.2009 0,00*

w W W N

Im folgenden Arbeitsschritt wollten wir wissen, ob der Vergleich der Proben von ID4 (kein Eidotter
im Auffangmedium) mit ID3 (standardsortiert, Eidotter im Auffangmedium) signifikante Unter-
schiede hinsichtlich des Auftretens stark kondensierter Mitochondrien zeigt. Allerdings war flr die-
sen Vergleich lediglich Probenmaterial von Tier 3 vorhanden. In den korrespondierenden zwei Pro-
benpaaren zeigte sich ein signifikant geringerer Anteil stark kondensierter Mitochondrien in den
Proben der ID4 (Tab. 26, 27; Abb. 21A, B).

Tab. 26: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in standardsortierten Rinderspermi-
en (ID3) und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Eidotter eingebracht wurden (ID4). An-
gegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, Iden-
tifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID3 ID4 ID3 ID4
entnahmetag

3 02.06.2009 82,8 20,0 70,0 250

3 07.07.2009 68,3 33,3 56,7 38,2

Tab. 27: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in standardsortierten Rinderspermien
(ID3) und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Eidotter eingebracht wurden (1D4). Vergli-
chen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fur ID3 gewonnenen Prozentwerte mit den
fur 1D4 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermi-
enbehandlung.

1D3 versus 1D4

Tier Proben- p
entnahmetag

3 02.06.2009 0,00*
3 07.07.2009 0,00*
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1. 2.6 Seminalplasma im Auffangmedium

AnschlieBend haben wir Untersuchungen an Proben sortierter Spermien vorgenommen, die in ei-
nem TEST-Dotter-Medium aufgefangen wurden, das aber im Gegensatz zu standardsortierten Pro-
ben der 1D3 kein Seminalplasma enthielt (ID8). Zun&chst wurden Spermienproben der ID8 und 1D1
(nichtsortierte Spermien) miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich, dass stark kondensierte Mito-
chondrien bei allen drei untersuchten Tieren in Proben der ID8 signifikant haufiger auftreten als in
den Kontrollproben der ID1 (Tab. 28, 29; Abb. 22A-C).

Tab. 28: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien
(ID1) und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Seminalplasma eingebracht wurden (1D8).
Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID8 ID1 ID8
entnahmetag

1 14.07. 2008 00 118 19 24,6
2 09. 09. 2008 0,0 80,0 3,7 713
3 05. 05. 2009 0,0 707 1,7 59,8

Tab. 29: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien (ID1)
und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Seminalplasma eingebracht wurden (ID8). Vergli-
chen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fiir ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den
flr 1D8 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, ldentifikationsnummer der Spermi-
enbehandlung.

ID1 versus ID8

Tier Proben- p
entnahmetag

1 14.07.2008 0,00*
2 09. 09. 2008 0,00*
3 05.05.2009 0,00*

Beim anschlieRenden Vergleich von Spermienproben der 1ID8 mit Proben der ID3 (standardsortiert),
fur den je ein korrespondierendes Probenpaar der Tiere 1 und 2 zur Verfligung stand, zeigte sich ein
uneinheitliches Bild. Bei Tier 1 fand sich ein signifikant hoherer Anteil stark kondensierter Mito-
chondrien bei denjenigen Proben, die in einem Auffangmedium ohne Seminalplasma gesammelt
wurden (Tab. 30, 31; Abb. 23A), wéhrend bei Tier 2 kein signifikanter Unterschied zwischen den
Proben der ID3 und 1D8 feststellbar war (Tab. 30, 31; Abb. 23B).
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Tab. 30: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in standardsortierten Rinderspermi-
en (ID3) und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Seminalplasma eingebracht wurden
(ID8). Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe.
ID, ldentifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID3 1D8 ID3 I1D8
entnahmetag

1 14.07. 2008 0,0 118 128 24,6
2 09.09.2008 76,0 80,0 70,8 71,3

Tab. 31: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in standardsortierten Rinderspermien
(ID3) und in solchen sortierten Rinderspermien, die in Auffangmedien ohne Seminalplasma eingebracht wurden (1D8).
Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fir ID3 gewonnenen Prozentwerte mit
den fur ID8 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der
Spermienbehandlung.

ID3 versus ID8

Tier Proben- p
entnahmetag

1 14.07.2008 0,00*
2 09.09.2008 0,52

1.3 Einfluss von Aufarbeitungsschritten und Thermoresistenztest auf die Konfor-
mation von Mitochondrien geschlechtsspezifisch sortierter Spermien

Im Anschluss an die Analyse individueller Komponenten des eigentlichen Sortierprozesses lag es

nahe, auch wesentliche Schritte des unmittelbar hierauf folgenden Aufarbeitungsprozesses sortierter

Spermien beziglich ihres maglichen Einflusses auf die Konformation der Mittelstiick-Mitochondri-

en zu untersuchen. Einige dieser Proben wurden vor der ultrastrukturellen Untersuchung zusatzlich

einem Thermoresistenztest unterzogen.

1. 3.1 Kihlen auf 5 °C

Standardsortierte Spermien (ID3) werden im Routinebetrieb nach Zugabe eines ersten Tiefgefrier-
mediums auf 5 °C abgekunhlt (ID9). Wir haben zundchst tberpruft, ob sich Spermienproben der 1D9
hinsichtlich des Anteils an Mitochondrien mit stark kondensierter Konformation von Proben nicht-
sortierter Spermien (ID1) unterscheiden. Bei den Tieren 1 und 3 zeigten sich signifikant hohere Pro-
zentsatze stark kondensierter Mitochondrien in Proben der 1D9 (Tab. 32, 33; Abb. 24A, C), wahrend
die korrespondierenden Spermienproben (ID1, ID9) bei Tier 2 keinen signifikanten Unterschied
aufwiesen (Tab. 32, 33; Abb. 24B). Stattdessen lagen die Werte fir die nichtsortierte Probe hier auf

einem ungewohnlich hohen Niveau.
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Tab. 32: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien
(ID1) und in sortierten, mit einem Tiefgefriermedium versetzten und auf 5 °C gekuhlten Rinderspermien (ID9). Ange-
geben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. 1D, Identifi-
kationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID9 ID1 ID9
entnahmetag

1 12. 08. 2008 0,0 472 71 42,7
2 08.10.2008 33,3 50,0 36,6 43,1
3 16. 06. 2009 0,0 429 2,8 423

Tab. 33: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien (1D1)
und in sortierten, mit einem Tiefgefriermedium versetzten und auf 5 °C gekihlten Rinderspermien (ID9). Verglichen
(Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fir ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fr ID9
gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehand-
lung.

ID1 versus ID9

Tier Proben- p
entnahmetag

1 12.08.2008 0,00*
2 08.10.2008 0,08
3 16. 06.2009  0,00*

I1. 3.2 Kuhlen, Einfrieren und Wiederauftauen

StandardmaRig sortierten Spermienproben (ID3) wird im Routineverfahren nach Zugabe des ersten
Tiefgefriermediums und Abkihlen auf 5 °C (ID9) ein zweites Tiefgefriermedium zugegeben. Da-
nach werden die Proben in flissigem Stickstoff tiefgefroren und vor dem Einsatz zur Besamung
wieder aufgetaut (ID10). Bei beiden untersuchten Tieren (2 und 3) stellte sich heraus, dass Proben
der ID10 im Vergleich zu Proben der ID1 (nichtsortierte Spermien) keinen signifikant htheren An-
teil stark kondensierter Mitochondrien aufweisen. Angesichts der Tatsache, dass die Spermienpro-
ben der ID10 den Sortiervorgang vollstandig durchlaufen haben (vergleiche die durchgehend stark
erhohten Prozentsatze kondensierter Mitochondrien in Proben der ID3, Tab. 6), scheint der anschlie-
Rende Vorgang des Einfrierens und Wiederauftauens zu einem Riickgang der Haufigkeit von Mito-
chondrien mit kondensierter Konformation zu fiihren (Tab. 34, 35; Abb. 25A, B).
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Tab. 34: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien
(ID1) und in Proben der ID10 (Sortieren, Kiihlen, Einfrieren und Wiederauftauen). Angegeben ist der Median (MD) und
der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, Identifikationsnummer der Spermienbe-
handlung.

MD (%) AM (%)

Tier Proben- ID1 ID10 ID1 ID10
entnahmetag

2 22.10. 2008 0,0 0,0 0,7 2,7
3 23. 06. 2009 0,0 0,0 39 3,4

Tab. 35: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) Rinderspermien
und in Proben der 1D10 (Sortieren, Kiihlen, Einfrieren und Wiederauftauen). Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wur-
den pro Probenentnahmetag jeweils die fur ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fir ID10 gewonnenen Prozentwer-
ten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID1 versus ID10

Tier Proben- p
entnahmetag

2 22.10.2008 0,39
3 23.06.2009 0,73

I11.3.3  Thermoresistenztest

SchlieBlich wurde untersucht, wie sich Spermien bezuglich der Mitochondrienkonformation verhal-
ten, die sortiert, nach Zugabe eines ersten Tiefgefriermediums gekihlt, mit einem zweiten Tiefge-
friermedium versetzt und eingefroren, wieder aufgetaut und anschlieBend einem Thermoresistenz-
test unterzogen wurden (ID11). Bei diesem Test wurden die aufgetauten Spermienproben uber sechs
Stunden bei 37 °C aufbewahrt. Zundchst fand sich nur bei einem der beiden untersuchten Tiere
(Tier 2), verglichen mit nichtsortierten Spermienproben der ID1, ein (eben) signifikant hoherer Pro-
zentsatz stark kondensierter Mitochondrien bei 1ID11 (Tab. 36, 37; Abb. 26A, B). Bemerkenswerter-
weise ist der Prozentsatz stark kondensierter Mitochondrien bei dieser Probe (ID11) erheblich nie-
driger als bei sdmtlichen untersuchten Proben der ID3 (standardsortiert), aber im Trend sehr nahe an
den allermeisten untersuchten Proben der ID1 (nichtsortiert, siehe Diskussion). Das zweite korres-
pondierende Probenpaar (ID1 versus ID11) wies keinen statistisch signifikanten Unterschied auf.
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Abb. 36: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten (ID1) Rindersper-
mien und in Proben der ID11 (Sortieren, Kiihlen, Einfrieren, Wiederauftauen, Thermoresistenztest). Angegeben ist der
Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder Probe. ID, Identifikationsnum-
mer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)
Tier Proben- ID1 ID11 ID1 ID11
entnahmetag
2 22.10.2008 0,0 0,0 0,7 3,7
3 23.06.2009 0,0 0,0 39 59

Tab. 37: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in nichtsortierten Rinderspermien (ID1)
und in Proben der ID11 (Sortieren, Kihlen, Einfrieren, Wiederauftauen, Thermoresistenztest). Verglichen (Mann-Whit-
ney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fur ID1 gewonnenen Prozentwerte mit den fir ID11 gewonnen-
en Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.

ID1 versus ID11

Tier Proben- p
entnahmetag

2 22.10.2008 0,02*
3 23.06.2009 0,69

Abschlieend wollten wir wissen, ob sich der Anteil stark kondensierter Mitochondrien verandert,
wenn routinemaRig fir die Befruchtung aufgearbeitete standardsortierte Spermien (ID10) einem
Thermoresistenztest unterworfen werden (ID11). Nur bei einem der drei untersuchten Tiere (Tier 1)
wiesen die Proben der ID11, verglichen mit den Proben der ID10, einen signifikant htheren Anteil
an stark kondensierten Mitochondrien auf (Tab. 38, 39; Abb. 27A). Bei den Ubrigen beiden Tieren
bestand dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben der ID10 und ID11 (Tab. 39,
Abb. 27B, C).

Tab. 38: Vergleich des prozentualen Anteils (%) stark kondensierter Mitochondrien in Rinderspermien der ID10 (Sor-
tieren, Kihlen, Einfrieren und Wiederauftauen) und der ID11 (Sortieren, Kihlen, Einfrieren, Wiederauftauen, Thermo-
resistenztest). Angegeben ist der Median (MD) und der arithmetische Mittelwert (AM) aus den 100 Prozentwerten jeder
Probe. ID, ldentifikationsnummer der Spermienbehandlung.

MD (%) AM (%)
Tier Proben- ID10 ID11 ID10 ID11
entnahmetag
1 18. 08. 2008 0,0 0,0 6,0 178
2 22.10. 2008 0,0 0,0 2,7 3,7

3 23. 06. 2009 0,0 0,0 34 59
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Tab. 39: Vergleich des prozentualen Anteils stark kondensierter Mitochondrien in Rinderspermien der ID10 (Sortieren,
Kihlen, Einfrieren und Wiederauftauen) und der 1D11 (Sortieren, Kuhlen, Einfrieren, Wiederauftauen, Thermoresis-
tenztest). Verglichen (Mann-Whitney-U-Test) wurden pro Probenentnahmetag jeweils die fir ID10 gewonnenen Pro-
zentwerte mit den fir ID11 gewonnenen Prozentwerten. Signifikanter Unterschied (*) bei p<0,05; ID, Identifikations-
nummer der Spermienbehandlung.

1D10 versus ID11

Tier Proben- p
entnahmetag

1 18.08.2008 0,00*
2 22.10.2008 0,15
3 23.06.2009 0,91
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Abb. 12A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Lediglich bei einem von drei untersuchten Tieren (C: Tier 3) besteht ein signifi-
kanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) zwischen der Probe nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und
der korrespondierenden Probe vom selben Entnahmetag, die mit dem DNS-Farbstoff Hoechst 33342 inkubiert wurde
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(ID2). 1D, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 13A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen drei untersuchten Tieren besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben von Rinderspermien, die mit dem DNS-Farbstoff
Hoechst 33342 inkubiert wurden (ID2) und standardsortierten Rinderspermien (ID3) vom selben Entnahmetag. ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 14A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen drei untersuchten Tieren besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und solchen
Proben vom selben Entnahmetag, die das Sortiergerit bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen hatten (ID5). ID, Identifi-
kationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 15: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermienprobe
(Entnahmedatum angegeben). Bei Tier 3 besteht kein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test)
zwischen der Probe standardsortierter Rinderspermien, der zusétzlich unabgelenkte Spermien aus dem Abfallbehélter
hinzugefiigt worden waren (ID3+) und der korrespondierenden Probe vom selben Entnahmetag, die das Sortiergerit bei
ausgeschaltetem Laser durchlaufen hatte (ID5). ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 16A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen drei untersuchten Tieren besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und solchen
Proben vom selben Entnahmetag, die bei reduzierter Spannung am Piezokristall (5 Volt) sortiert wurden (ID6). ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 17A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Lediglich bei einem von drei untersuchten Tieren (B: Tier 2) besteht ein signifi-
kanter Unterschied (*; p<0,05, Mann-Whitney-U-Test) zwischen der Probe standardsortierter Rinderspermien (ID3)
und der korrespondierenden Probe vom selben Entnahmetag, die bei reduzierter Spannung am Piezokristall (5 Volt)
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sortiert wurde (ID6). ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 18A-D: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen drei untersuchten Tieren besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen der Probe nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und der korrespondierenden Probe
vom selben Entnahmetag, die das Sortiergerét bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten durchlaufen hatte (ID7). ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 19A-D: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Lediglich bei einem von drei untersuchten Tieren (Tier 3) und hier lediglich bei ei-
nem von zwei untersuchten Probenpaaren (C) besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test)
zwischen der Probe standardsortierter Rinderspermien (ID3) und der korrespondierenden Probe vom selben Entnahme-
tag, die bei ausgeschalteten Hochspannungsplatten das Sortiergerit durchlaufen hatte (ID7). ID, Identifikationsnummer
der Spermienbehandlung.
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Abb. 20A-E: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen drei untersuchten Tieren besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und Proben
sortierter Rinderspermien vom selben Entnahmetag, die in Auffangmedien ohne Eidotter eingebracht wurden (ID4). ID,
Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 21A, B: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei Tier 3 besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-
Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben standardsortierter Rinderspermien (ID3) und Proben sortierter Rin-
derspermien vom selben Entnahmetag, die in Auffangmedien ohne Eidotter eingebracht wurden (ID4). ID, Identifika-
tionsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 22A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Bei allen drei untersuchten Tieren besteht ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05;
Mann-Whitney-U-Test) zwischen jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter Rinderspermien (ID 1) und Proben
sortierter Rinderspermien vom selben Entnahmetag, die in Auffangmedien ohne Seminalplasma eingebracht wurden
(ID8). ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 23A, B: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) zwischen der
Probe standardsortierter Rinderspermien (ID3) und der korrespondierenden Probe sortierter Rinderspermien vom selben
Entnahmetag, die in einem Auffangmedium ohne Seminalplasma eingebracht wurde (ID8), besteht nur bei einem von
zweiuntersuchten Tieren (A: Tier 1). ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 24A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) zwischen je-
weils korrespondierenden Proben nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und Proben vom selben Entnahmetag, die sor-
tiert, mit einem Tiefgefriermedium versetzt und auf 5 °C gekiihlt wurden (ID9), besteht bei zwei von drei untersuchten
Tieren (A, C: Tiere 1, 3). ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 25A, B: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) zwischen der
Probe nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und der korrespondierenden Probe der ID10 (Sortieren, Kiihlen, Einfrieren
und Wiederauftauen) vom selben Entnahmetag besteht bei keinem der beiden untersuchten Tiere. ID, Identifikations-
nummer der Spermienbehandlung.

A
%

100
80
60 |
40 |

20 +

Tier 2 *
22.10. 2008

o Median
[ 25%-75%
T Min-Max

80

60 |

40 |

20 L

Tier 3
23. 06. 2009

1"

Abb. 26A, B: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Lediglich bei einem von zwei untersuchten Tieren (A: Tier 2) besteht ein signifi-
kanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) zwischen der Probe nichtsortierter Rinderspermien (ID1) und
der korrespondierenden Probe der ID11 (Sortieren, Kiihlen, Einfrieren, Wiederauftauen, Thermoresistenztest) vom
selben Entnahmetag. ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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Abb. 27A-C: Prozentualer Anteil (%) stark kondensierter Mitochondrien in 100 Mittelstiickanschnitten pro Spermien-
probe (Entnahmedatum angegeben). Ein signifikanter Unterschied (*; p<0,05; Mann-Whitney-U-Test) zwischen kor-
respondierenden Proben der ID10 (Sortieren, Kiihlen, Einfrieren und Wiederauftauen) und ID11 (Sortieren, Kiihlen,
Einfrieren, Wiederauftauen, Thermoresistenztest) vom selben Entnahmetag besteht lediglich bei einem von drei unter-
suchten Tieren (A: Tier 1). ID, Identifikationsnummer der Spermienbehandlung.
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V. DISKUSSION

V.1 Ultrastruktur der Mitochondrien geschlechtsspezifisch sortierter Spermien

Die Optimierung existierender sowie die Konzeption neuartiger Verfahren zur geschlechtsspezifi-
schen Separierung von Spermien erfolgt im Interesse zahlreicher human- und veterindrmedizini-
scher Applikationen. Als anatomische Kooperationspartner innerhalb eines interdisziplindr ausge-
richteten Forschungsverbunds hatten wir die Aufgabe Gbernommen, sortierte Rinderspermien auf
ultrastrukturelle Veranderungen zu untersuchen, die die verminderte Beweglichkeit und Befruch-

tungsfahigkeit solcher sortierter Spermien erklaren kdnnten.

Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation erhobenen Befunde weisen erstmals nach, dass die
Mitochondrien geschlechtsspezifisch sortierter Spermien signifikant haufiger in kondensierter Kon-
formation vorliegen als die Mitochondrien nichtsortierter Spermien. Diese Aussage basiert auf der
Untersuchung von 13 Proben standardsortierter Spermien sowie der jeweils korrespondierenden
Proben nichtsortierter Spermien von insgesamt drei Tieren iber einen Zeitraum von einem Jahr. Die
arithmetischen Mittelwerte des in 100 Spermienmittelstiicken pro Probe ermittelten Anteils kon-
densierter Mitochondrien bewegten sich bei sortierten Spermien weit Uberwiegend im (hohen)
zweistelligen Prozentbereich (12,8 bis 76,6 Prozent). Dagegen erhoben sich die arithmetischen Mit-
telwerte in den korrespondierenden Proben nichtsortierter Spermien - mit Ausnahme einer einzigen
Probe - niemals Uber den niedrigen einstelligen Prozentbereich. Demnach verursacht das Sortieren
von Spermien einen gerichteten und quantitativ bedeutungsvollen Ubergang der Mittelstiick-Mito-

chondrien von einer orthodoxen in eine kondensierte Konformation.

Bei der Beurteilung des Konformationszustands der Mitochondrien standardsortierter und nichtsor-
tierter Rinderspermien machten wir eine spannende Zusatzbeobachtung. Orthodox wie auch kon-
densiert konformierte Mitochondrien tendieren ndmlich dazu, in Gruppen zusammenhéngend - und
nicht einzeln zuféllig verteilt - im Mittelstiick des Spermiums aufzutreten. Im Extremfall finden
sich innerhalb eines Blickfelds der Kamera nebeneinander Spermien, in denen entweder alle Mito-
chondrien in kondensierter oder alle Mitochondrien in orthodoxer Konformation vorliegen (Abb.
8F). Angesichts der Tatsache, dass bestimmte Komponenten des Sortierprozesses die massive Erho-
hung der Zahl kondensierter Mitochondrien ,,von auflen* initiieren, waren Kontakte zwischen Plas-
mamembran und duRerer Mitochondrienmembran sowie zwischen den AuRenmembranen benach-
barter Mitochondrien ideal geeignet, um den offenbar zeitlich und radumlich koordiniert ablaufenden
Konformationswechsel dieser Mitochondrien zu vermitteln. Strukturelle Korrelate fiir genau solche
Kontakte werden in der vorliegenden Arbeit erstmals bei Rinderspermien nachgewiesen. Zusatzlich
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oder alternativ konnten solche elektronenmikroskopisch visualisierbaren intermitochondrialen Ver-
bindungsstreben auch mechanisch stabilisierende Funktionen innehaben. Die physiologische perl-
schnurartige Mitochondrienanordnung bleibt ndmlich in vielen Fallen auch dann erhalten, wenn ex-
treme mechanische Belastungen, wie sie beim geschlechtsspezifischen Sortieren zweifellos auftre-
ten (zur Ubersicht: Seidel 2012), auf die Rinderspermien eingewirkt und eine vollstiandige Ablésung
der Plasmamembran herbeigeftihrt haben (Abb. 7C).

Kontaktzonen zwischen den Mitochondrien des Spermienmittelstiicks und Strukturen in ihrer un-
mittelbaren Umgebung existieren nicht nur beim Rind. So entdeckten Olson und Hamilton (1976)
bei Opossumspermien punktartige Verbindungen zwischen benachbarten Mitochondrien, die spéater
bei Hamsterspermien als Abschnitte eines zweidimensionalen Netzwerks elektronendichter Verbin-
dungsstreben identifiziert werden konnten (Olson und Winfrey 1992: studs). In guter Uberein-
stimmung mit unseren aktuellen Befunden am Rinderspermium vermuteten auch diese Autoren,
dass elektronendichte intermitochondriale Verbindungsstreben einerseits zur strukturellen Stabilisie-
rung des Chondrioms beitragen, andererseits der Kommunikation zwischen benachbarten Mito-
chondrien dienen kénnten. Ahnliche funktionelle Hypothesen duRerten Suzuki-Toyota et al. (2010),
denen bei Meerschweinchenspermien der Nachweis elektronendichter thin filaments sowohl zwi-
schen benachbarten Mitochondrien als auch zwischen duRerer Mitochondrienmembran und Plasma-
membran gelang. Diese Filamente sollen einerseits die Etablierung der komplexen dreidimensiona-
len Anordnung der Mitochondrien unterstiitzen, andererseits die hypoosmotischen Belastungen im
weiblichen Genitaltrakt kompensieren helfen. Nicht zuletzt kdnnten stabilisierende Wirkungen auf
das Chondriom auch vom submitochondrialen Reticulum ausgehen, das Olson und Winfrey (1986,
1990, 1992) bei Hamsterspermien als gitterartig durchbrochenen Zylinder zwischen den Mitochon-
drien und den weiter innen im Mittelstiick lokalisierten Aulenfibrillen charakterisiert haben, und

uber das Rinderspermien, wie von uns gezeigt, gleichfalls verfiigen (Abb. 5B).

Offenbar reichen die in der vorliegenden Arbeit am Beispiel von Rinderspermien beschriebenen
punktuellen Kontakte zwischen den AuRenmembranen benachbarter Mitochondrien sowie zwischen
der &ulleren Mitochondrienmembran und der Plasmamembran des Spermiums nicht in jedem Fall
aus, um den Erhalt der korrekten helikalen Anordnung der Mitochondrien unter mechanischer Be-
lastung sicherzustellen. Stattdessen fanden wir - zuerst bei geschlechtsspezifisch sortierten Spermi-
en - Storungen des mitochondrialen Gefiiges, die im diskretesten Fall lediglich darin bestanden,
dass ein einziges Mitochondrium verschoben oder ganzlich aus dem helikal angeordneten Chondri-
om entfernt worden war. Am anderen Ende der Skala manifestierten sich aber auch massive Gefi-

gestérungen des Chondrioms, bei denen die ursprunglich vorhandene mitochondriale Helix durch
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Gruppen anscheinend regellos aggregierter Mitochondrien ersetzt war. Natirlich vermuteten wir so-
fort, dass solche mitochondrialen Gefiigestérungen durch den Sortierprozess hervorgerufen sein
kdnnten. Entgegen dieser Annahme stellte sich jedoch heraus, dass mitochondriale Gefligestorun-
gen in annadhernd gleichem Malie sowohl bei standardsortierten als auch bei nichtsortierten Spermi-
en auftreten. Folglich kommt als mdégliche Ursache am ehesten die bei beiden Probenklassen
gleichartig ablaufende Aufarbeitungsprozedur der Spermien fir die elektronenmikroskopischen Un-
tersuchungen in Betracht, die unter anderem mechanische Belastungen durch Zentrifugationsschrit-

te einschlieft.

Die ultrastrukturelle Unterscheidung zwischen orthodox oder kondensiert konformierten Mitochon-
drien geht auf Charles R. Hackenbrock zurlick, der in der Pionierzeit der Transmissionselektronen-
mikroskopie am Beispiel der Leberzelle und an Aszites-Tumorzellen ein funktionsorientiertes, in
seinen Grundzlgen bis heute Malstabe setzendes Konzept entwickelt hat (Hackenbrock 1966,
1968, Hackenbrock und Caplan 1969, Hackenbrock et al. 1971, zur Ubersicht: Scalettar et al. 1991).
Nach Hackenbrock zeichnen sich kondensierte Mitochondrien gegenuber orthodox konformierten
Mitochondrien durch eine Abnahme des Matrixvolumens sowie durch eine Zunahme der Elektro-
nendichte der Matrix aus. Charakteristisch fur kondensiert konformierte Mitochondrien ist weiter-
hin die Erweiterung des Raums zwischen innerer und duRerer Mitochondrienmembran sowie des in-
tracristalen Raums (Hackenbrock 1966). In den folgenden Jahrzehnten konnten die von Hacken-
brock erhobenen Befunde zur Ultrastruktur von Mitochondrien unter Zuhilfenahme optimierter
elektronenmikroskopischer Techniken im Wesentlichen bestatigt werden (zur Ubersicht: Mannella
2006). Allerdings stellte sich auch heraus, dass die zuvor als ,,weit* erachtete Ubergangszone zwi-
schen intracristalem Raum und dem zwischen innerer und &uRerer Mitochondrienmembran lokali-
sierten Raum auf kurze und enge tubuldre Verbindungsstiicke reduziert werden kann, die sich im
Ubrigen auch zwischen benachbarten Cristae nachweisen lassen. Die dramatischen Folgen, die sol-
che strukturellen Verdnderungen fiir die Leistungsfahigkeit von Mitochondrien haben kdnnen
(,,diffusional bottle neck for ADP*, Mannella et al. 2013, S. 52) unterstreichen die mogliche funktio-
nelle Bedeutung des markanten Konformationswechsels, den wir bei zahlreichen Mitochondrien ge-

schlechtsspezifisch sortierter Rinderspermien festgestellt haben.

Die von uns beobachteten und quantitativ ausgewerteten kondensierten Spermienmitochondrien er-
fallen mit Ausnahme der bei uns selten markant auftretenden Erweiterung des Raumes zwischen in-
nerer und &ulerer Mitochondrienmembran durchgehend die von Hackenbrock (1966) aufgestellten
ultrastrukturellen Kriterien. Darlber hinaus war es moglich, aus den befundeten Momentaufnahmen

eine hypothetische ,,Sequenz der Entstehung maximal kondensierter Mitochondrien zusammenzu-
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stellen. Diese Sequenz nimmt ihren Ausgang von diskret dilatierten einzelnen Cristae. In den postu-
lierten Folgestadien (Abb. 8B) vergroRert sich sowohl die Breite des intracristalen Raums als auch
die Weite der Verbindung zwischen intracristalem und intermembranésem Raum. SchlieBlich ist die
gesamte, jetzt stark elektronendichte Matrix ringférmig an die Peripherie des Mitochondriums ge-
dréngt, wo sie selbst bei hoher Auflésung kaum mehr gegen die Hillmembranen des Mitochon-
driums abgegrenzt werden kann. Der einheitlich elektronendichte, wie ausgestanzt wirkende Ring
umgibt ein elektronenhelles, weitgehend oder vollstandig strukturloses Zentrum, das letztlich dem
verbliebenen, extrem dilatierten intracristalen Raum entspricht. Sofern ein markanter duRerer Ma-
trixring bestand, wurden im Rahmen unserer Auswertung filigrane Reststrukturen innerhalb des
elektronenhellen Zentrums ,,toleriert”. Um vermeidbare subjektive Fehleinschatzungen auszuschlie-
Ren, wurde zusatzlich festgelegt, dass die Definition eines stark kondensierten Mitochondriums
dann erfallt ist, wenn der Anteil des elektronendichten Matrixrings am Gesamtdurchmesser des Mi-
tochondriums mindestens ebenso groR ist wie der Anteil des elektronenhellen Zentrums. Unter Zu-
hilfenahme aller dieser Kriterien war es moglich, stark kondensierte Mitochondrien in praktisch al-

len Féllen von orthodox konformierten oder stark geschwollenen Mitochondrien zu unterscheiden.

Mitochondriale Schwellungen sind durch eine Volumenzunahme der Mitochondrien, durch das Auf-
treten einer elektronenhellen Matrix sowie durch die teilweise oder vollstandige Fragmentierung der
Cristae mitochondriales gekennzeichnet. Je nach Schweregrad kénnen solche Schwellungen rever-
sibel sein oder irreversibel zum Untergang des Organells beziehungsweise der gesamten Zelle fuh-
ren (Szollosi 1965, zur Ubersicht: Blondin und Green 1967, Kaasik et al. 2007). Angesichts der Tat-
sache, dass Mitochondrien ein relativ eingeschranktes Repertoire vorhalten, mit dem sie phénoty-
pisch auf auRere Einflisse reagieren kdnnen, wundert es nicht, dass mitochondriale Schwellungen
unter ganz verschiedenen physiologischen oder pathophysiologischen Bedingungen beobachtet
worden sind, beispielsweise von Schmiedl et al. (1990) am Hundeherz, von Sesso et al. (2012) an
Phéochromozytomzellen und von Rivera et al. (2003) an befruchteten Eizellen des Rindes.

Um einen Hinweis darauf zu gewinnen, ob auch die Anwendung geschlechtsspezifischer Sortie-
rungsverfahren eine moglicherweise schadigend auf die Spermien wirkende Schwellung ihrer Mito-
chondrien herbeiflihrt, haben wir sémtliche Proben aller drei Versuchstiere zunéachst auf das Vor-
kommen stark geschwollener Mitochondrien untersucht, deren Volumenzunahme und Elektronen-
helle derart ausgepragt waren, dass sie schon in der Ubersichtsaufnahme unter benachbarten, typi-
scherweise einheitlich groRen und perlschnurartig aufgereihten Mitochondrienanschnitten ,,heraus-
fielen“. Es zeigte sich, dass das Sortieren bei 12 von 13 untersuchten Probenpaaren nicht zu einem

statistisch signifikant vermehrten Auftreten stark geschwollener Mitochondrien fuhrt. Ob auch mo-
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derat und/oder diskret geschwollene Mitochondrien gleich hdufig in sortierten und nichtsortierten
Rinderspermien vorkommen, soll in Folgearbeiten mittels geeigneter stereologischer Methoden un-

tersucht werden.

V. 2 Vorkommen und Funktionen kondensierter Spermienmitochondrien

Kondensierte Spermienmitochondrien sind einerseits physiologisch im Rahmen der Spermatogene-
se, andererseits experimentell unter Einwirkung verschiedener exogener Faktoren beobachtet wor-
den. Phanotypisch stimmt unsere Charakterisierung stark kondensierter Mittelstiick-Mitochondrien
(,,elektronendichter Matrixring um elektronenhelles Zentrum®) mit den Beschreibungen der Vorau-
toren Uberein. Allerdings ist die jeweils verwendete Terminologie bisweilen inkonsistent, woflr
zwei wesentliche Griinde anzuftuihren sind. Einerseits ndmlich wurden einige dieser Untersuchungen
bereits vor Etablierung des Hackenbrock‘schen Konzepts mitochondrialer Konformationswechsel
durchgefihrt. Andererseits meiden manche Autoren die von Hackenbrock eingefiihrte Begrifflich-
keit, weil Uber die Struktur-Funktionsbeziehungen orthodox beziehungsweise kondensiert konfor-
mierter Mitochondrien noch immer nicht geniigend bekannt ist (zur Ubersicht: Perkins und Ellis-
man 2011).

Eines der fruhesten grundlegenden Werke, in dem die Ultrastruktur von Mitochondrien wahrend der
Spermatogenese von Sdugetieren umfassend dargestellt wurde, stammt von André (1962), der am
Beispiel der Ratte demonstriert, dass Mitochondrien spatestens im Spermatozyten-Stadium begin-
nen, dilatierte Cristae zu entwickeln. Deren Aufweitung schreitet in den Folgestadien so lange vo-
ran, bis eine zusammenhéngende zentrale elektronenhelle Zone von einem Ring elektronendichter
Matrixkomponenten umgeben wird: ,,Mitochondrie fortement vésiculisée dont la matrice est réduite
a une lame pariétale“ (André 1962, S. 36). Diese Beschreibung stimmt im Wesentlichen sowohl mit
den Befunden jlngerer Arbeiten zur Entwicklung von Rattenspermien (de Martino et al. 1979,
Meinhardt et al. 2000) als auch mit der von uns postulierten Entstehungssequenz stark kondensier-
ter Mitochondrien in geschlechtsspezifisch sortierten Rinderspermien berein (Abb. 8B). Die von
André (1962) im Rahmen der Spermatogenese beschriebene Dilatation der Cristae mitochondriales
bleibt auch dann noch erhalten, wenn sich die Mitochondrien helikal um das entstehende Mittel-
stiick entlang der AulRenfibrillen des Rattenspermiums anordnen. Erst im reifen Rattenspermium ist
ihre Konformation, wie im Falle der Mitochondrien nichtsortierter Rinderspermien, nach heutiger

Terminologie Uberwiegend orthodox.

Auf die Frage, warum Mitochondrien wahrend der Spermatogenese Konformationswechsel durch-

laufen, gibt es bis heute keine im Detail befriedigende Antwort. Allerdings weisen der bei den kon-
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densierten Mitochondrien nachgewiesene hohe respiratorische Kontrollkoeffizient sowie ihre hohe
Affinitat zu ADP nach Auffassung von de Martino et al. (1979) darauf hin, dass sich die Mitochon-
drien heranreifender Spermien in einem aktiven Funktionszustand befinden. Meinhardt et al. (2000)
befassen sich weniger mit der Funktion kondensierter Mitochondrien als mit den fur ihre Entste-
hung in reifenden Spermien urséchlich verantwortlichen Faktoren. Diesen Untersuchungen ist die
Erkenntnis zu verdanken, dass das von den Sertoli-Zellen physiologischerweise produzierte und
sezernierte Activin A nach experimenteller Gabe dafiir sorgt, dass die von den Spermienmitochon-
drien im Pachytan erreichte kondensierte Konformation langer als tblich beibehalten wird. Unter
Waurdigung der relevanten Literatur (Kumari et al. 1990, Meinhardt et al. 1995, Paranko et al. 1996)
vertreten Meinhardt et al. (2000) auf’erdem die Arbeitshypothese, dass die Entstehung kondensierter
Spermienmitochondrien zeitlich (und kausal) einerseits mit dem Verlust des zuvor in groRer Menge
vorhandenen Hitzeschockproteins 60, andererseits mit der Aktivitat der zeitgleich in die Mitochon-
drien importierten Sulfhydryloxidase zusammenféllt, die den Kondensationsprozess der Mitochon-
drien durch Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen Proteinen der mitochondrialen Matrix vor-

antreiben konnte.

Uber die molekularen Mechanismen, die der Entstehung kondensierter Mitochondrien in ge-
schlechtsspezifisch sortierten Rinderspermien zu Grunde liegen, kdnnen wir bisher keine Aussagen
machen. Ein erster Schritt in diese Richtung konnte darin bestehen, den mdglichen Einfluss der von
Meinhardt et al. (2000) im Rahmen der Spermatogenese diskutierten Faktoren zu tberprifen. Min-
destens ebenso spannend wird es sein, herauszufinden, inwieweit sich die von de Martino et al.
(1979) bei den kondensierten Mitochondrien heranreifender Spermien nachgewiesenen funktionel-
len Eigenschaften (hoher respiratorischer Kontrollkoeffizient, hohe Affinitat zu ADP) auch bei ge-
schlechtsspezifisch sortierten Rinderspermien wiederfinden. Ein wichtiger dritter geplanter For-
schungsansatz dient der Klarung der Frage, ob kondensiert konformierte Mitochondrien tatsachlich
flr die reduzierte Motilitat sortierter Rinderspermien verantwortlich sind. Hierzu wollen wir kom-
plementér zur strukturellen Analyse Messungen des mitochondrialen Membranpotenzials durchfih-
ren, dessen Hohe positiv mit der Motilitat und Befruchtungsfahigkeit von Spermien korreliert (Ka-
sai et al. 2002). Bei der Planung, Durchfiihrung und Interpretation solcher Experimente ist aller-
dings zu bedenken, dass mindestens ein Teil der durch den Sortierprozess in eine kondensierte Kon-
formation gedrdngten Mitochondrien im Rahmen der ,,Aufarbeitung® sortierter Spermien, die der
kinstlichen Befruchtung unmittelbar vorangeht, wieder in die orthodoxe Konformation zuriick-
springt (siehe Kapitel I11. 3). Wie im Falle der heranreifenden Spermien (André 1962, de Martino et
al. 1979, Meinhardt et al. 2000) stellt also das Erlangen einer kondensierten Konformation nicht das

,letzte Wort* dar. Ungeachtet der Tatsache, dass heranreifende Spermien, die voriibergehend tber
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kondensierte Mitochondrien verfligen, mehrheitlich funktionell intakt sind, kénnte jedoch das zwar
gleichfalls temporare, aber eben unphysiologische Auftreten kondensierter Mitochondrien in sor-
tierten ausgereiften Spermien geniigen, um funktionelle EinbuBen herbeizufiihren. Gestiitzt wird
diese Arbeitshypothese unserer Auffassung nach auch dadurch, dass das Ausmaf der Matrixkonden-
sation in sortierten Rinderspermien, anders als im Falle der heranreifenden Spermien (André 1962,
de Martino et al. 1979, Meinhardt et al. 2000), derartig hoch ist, dass eine Unterscheidung zwischen
peripher lokalisiertem Matrixring und den Hillmembranen der Mitochondrien auch bei hoher elek-

tronenmikroskopischer Auflésung kaum mehr moglich ist (Abb. 8B).

Exogen konnen kondensierte Spermienmitochondrien beispielsweise durch Verabreichung eines
Kélteschocks erzeugt werden. Schafspermien, die man auf diese Weise behandelt, nehmen massiv
Calcium auf (Simpson et al. 1986), und zwar in Abhangigkeit vom pH und unter erhéhter Sauer-
stoffaufnahme (Simpson et al. 1987). In beiden Experimentserien wurde ein weitgehender, zum Teil
irreversibler Verlust der Spermienmotilitdt beobachtet. Interessanterweise fiihrt auch die experimen-
tell induzierte Calciumuberladung von Méausespermien - hier erzeugt durch Ausschaltung ATP-ab-
hangiger Calciumauswartspumpen - einerseits zum vermehrten Auftreten kondensierter Mitochon-
drien, andererseits zur Reduktion der Fertilitdt (Okunade et al. 2004). Negativ bewerten auch Rah-
my und Ayoub (2002) das vermehrte Auftreten kondensierter Mitochondrien bei Ziegenspermien,
die mit Kobra-Gift behandelt wurden. Diese Autoren halten es fur gesichert, dass die veranderte Mi-
tochondrienkonformation (in ihrer Terminologie: Mitochondrien mit distorted cristae) kausal flr
die Reduktion der Motilitat verantwortlich ist und mit einer reduzierten Lebensféhigkeit der betrof-
fenen Spermien einhergeht. Schlie3lich wurden auch an menschlichen Spermien Befunde erhoben,
die einen mdglichen Zusammenhang zwischen strukturellen Veréanderungen des Chondrioms und
Fallen ungeklarter Asthenozoospermie in den Raum stellen (Pelliccione et al. 2011). Tatséchlich
kdnnen diese Autoren gleich mehrere ultrastrukturelle Abweichungen von der Norm dingfest ma-
chen: (1) mitochondriale Gefuigestérungen, (2) Mitochondrien mit ,,disaggregated inner structure*
(Pelliccione et al. 2011, S. 644), die in unserer Terminologie als ,,anfénglich geschwollen* bezeich-
net werden wiirden, sowie (3) Mitochondrien mit erheblich aufgeweiteten intracristalen Rdumen
(,,dilated intermembrane spaces®, Pelliccione et al. 2011, S. 644), die strukturell friihen Stadien der
bei den sortierten Rinderspermien in grof3er Zahl entdeckten kondensierten Mitochondrien entspre-
chen (Abb. 8B). Zusammenfassend existieren demnach zahlreiche weitere (indirekte) Hinweise da-
rauf, dass sich das Vorhandensein kondensierter Mitochondrien negativ auf die Leistungsfahigkeit
geschlechtsspezifisch sortierter Spermien auswirken konnte. Bewiesen und im Detail ausgefuhrt
wurde ein solcher kausaler Zusammenhang in den skizzierten experimentellen Arbeiten jedoch

nicht.
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V.3 Einfluss individueller Komponenten des Sortierprozesses auf die Mitochondrien-

konformation von Spermien

V. 3.1 Methodenkritische Vorbemerkung

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, ultrastrukturelle Verédnderungen zu identifizieren, die
Rinderspermien bei der geschlechtsspezifischen Sortierung erfahren. Dieses Ziel wurde durch den
Nachweis deutlich vermehrt auftretender kondensierter Mittelstiick-Mitochondrien erreicht. Inso-
fern war es sinnvoll zu versuchen, diejenigen Komponenten des Sortierprozesses zu entlarven, die
das explosionsartige Ansteigen der Zahl kondensierter Mitochondrien in erster Linie hervorrufen.
Dies gilt umso mehr, als andere Teilprojekte unseres Forschungsverbunds sich intensiv mit der Fra-
ge auseinandergesetzt haben, wie man neue und bessere Sortiergerate konstruieren muss, um mit
den sortierten Spermien hohere Befruchtungsraten zu erzielen (Rath et al. 2013). Einschrankend
muss jedoch hinzugefiigt werden, dass eine vollkommene Isolierung individueller Komponenten
des Sortierprozesses aus technischen Grinden nicht immer moglich war. Dennoch fanden wir span-
nende zuséatzliche Hinweise, die den Hauptbefund erganzen, mogliche Gefahrenquellen aufzeigen

und deshalb bei der Entwicklung neuer Sortierverfahren Berlcksichtigung finden sollten.

V. 3.2 DNS-Farbstoff Hoechst 33342

Schon der erste Versuchsansatz brachte eine Uberraschung. Es zeigte sich namlich bei immerhin ei-
nem von drei analysierten Probenpaaren, dass bereits Spermienproben, die in Vorbereitung auf den
eigentlichen Sortiervorgang mit dem DNS-Farbstoff Hoechst 33342 inkubiert worden waren, einen
signifikant hoheren Prozentsatz kondensierter Mitochondrien aufwiesen als unbehandelte Spermien.
Unter der Voraussetzung, dass kondensierte Mitochondrien sich in Nachfolgeuntersuchungen tat-
sdchlich als ,,schadlich® herausstellen sollten, miisste deshalb Uber den Einsatz alternativer DNS-
Farbstoffe nachgedacht werden. Vorbehalte gegen die Verwendung von Hoechst 33342 wurden auch
von anderer Seite vorgebracht. So nimmt beispielsweise die Schlagfrequenz des Spermienschwan-
zes nach Inkubation mit Hoechst 33342 konzentrationsabhangig ab (Watkins et al. 1996). Andere
Autoren berichten Uber eine durch Hoechst 33342 ausgeloste signifikante Abnahme des Anteils
membranintakter Spermien sowie des mitochondrialen Membranpotenzials (Spinaci et al. 2005),
was die von uns geplante komplementare Analyse von Mitochondrienkonformation und mito-
chondrialem Membranpotenzial umso notwendiger erscheinen lasst. AulRerdem lost Hoechst 33342
eine Umverteilung des Hitzeschockproteins 70 (HSP70) aus, die offenbar mit dem Eintritt des
Spermiums in Kapazitations-dhnliche Prozesse einhergeht (Spinaci et al. 2006). SchlieBlich ist zu
bedenken, dass die Inkubation mit Hoechst 33342 (1 h bei 34 °C: Klinc und Rath 2007, vorliegende

Arbeit) die Rate der spontanen Lipidperoxidation erhoht - mit negativen Auswirkungen auf die
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Spermienmotilitat, wobei unklar ist, ob die Erhohung der Lipidperoxidation vom Farbstoff, von der
Temperatur, oder von einer Kombination aus beiden Faktoren abhangt (zur Ubersicht: Klinc und
Rath 2007). Optimierungsvorschlédge aus unserem Forschungsverbund betreffen zunéachst die Ver-
kirzung der Inkubationszeit mit Hoechst 33342, die Mancini et al. (2013) durch Einsatz modifizier-
ter Puffer erreichen konnten. Um darlber hinaus moglicherweise ganzlich auf den Einsatz ,klas-
sischer* DNS-Farbstoffe verzichten zu kénnen, untersuchten Taylor et al. (2013), wie man die DNS

von Spermien mit Hilfe von Goldnanopartikeln markieren kann.

Unsere Befunde erlauben noch weitergehende Aussagen. Es stellte sich ndmlich heraus, dass die
durch Hoechst 33342 gegeniiber unbehandelten Spermien in einem von drei untersuchten Fallen
signifikant erhdhte Zahl stark kondensierter Mitochondrien nochmals signifikant ansteigt, wenn
Hoechst 33342-geféarbte Spermien (ID2) im Standardverfahren sortiert werden (ID3). Von einer al-
leinigen Verursachung kondensierter Mitochondrien durch das Sortiergerat kann also nicht die Rede
sein. Stattdessen trugen DNS-Farbung und Sortiergerat in diesem Fall etwa 50:50 zu der enormen
Erhohung des prozentualen Anteils kondensierter Mitochondrien bei. Interessanterweise beruhen
auch die Umverteilung von HSP70 sowie die Abnahme der Zahl membranintakter Spermien se-

quenziell auf Beitrdgen von Hoechst 33342 und Sortiergerat (Spinaci et al. 2006).

V. 3.3 Laser

Spermienproben, die das Sortiergerét bei ausgeschaltetem Laser durchlaufen hatten, wiesen bei al-
len drei untersuchten Tieren noch immer einen signifikant hoheren Anteil kondensierter Mitochon-
drien auf als die Kontrollproben nichtsortierter Spermien (ID1). Unter Beriicksichtigung der bisher
diskutierten Befunde lasst diese Beobachtung den Schluss zu, dass andere Geratekomponenten
und/oder der DNS-Farbstoff Hoechst 33342 flr diesen massiven Anstieg der Zahl kondensierter Mi-
tochondrien gesorgt haben. Eine tragfahige Differenzialdiagnose zwischen diesen beiden potenziell
urséchlichen Faktoren(gruppen) ist jedoch auf der Basis der bisher vorliegenden Daten nicht mog-
lich.

Auch der Vergleich von Spermien, die das Sortiergerat bei ausgeschaltetem Laser passiert haben
(ID5), mit den nach dem Standardverfahren sortierten Spermien (ID3) ist nicht unproblematisch.
Hierbei kommt ndmlich zum Tragen, dass sich die Proben der ID3 aus den zundchst in getrennten
Gefallen aufgefangenen und dann gepoolten X- und Y-chromosomalen Spermien rekrutieren. Kon-
trar sorgt die Ausschaltung des Lasers (ID5) dafur, dass sémtliche Spermien ungeladen und daher
auch unabgelenkt von den Hochspannungsplatten in den Abfallbehélter verbracht werden. Wenn

man also im Anschluss an den Vergleich von Proben der ID1 und ID5 wissen méchte, ob sich auch
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Proben der ID3 und ID5 beztiglich des untersuchten Merkmals signifikant unterscheiden, muss man
den Proben der ID3 im Idealfall alle im Abfallbehélter gesammelten Spermien hinzugeben (ID3+).
Beim Vergleich von Proben der 1ID3+ und ID5, der bisher allerdings lediglich auf einem einzigen
korrespondierenden Probenpaar beruht, lie3 sich kein signifikanter Unterschied bezlglich des Auf-
tretens kondensierter Mitochondrien feststellen. Demnach scheint der Laser nicht in erster Linie fur
die Entstehung kondensierter Mitochondrien verantwortlich zu sein. Passend hierzu konnten Spina-
ci et al. (2006) nachweisen, dass auch das Verteilungsmuster von HSP70 nicht vom Einfluss des La-
sers abhangt. Klarungsbedurftig bleibt unter anderem, inwieweit das Zustandekommen des hohen
prozentualen Anteils kondensierter Mitochondrien in Proben der ID3 und 1D3+ von potenzierenden
Interaktionen zwischen dem DNS-Farbstoff Hoechst 33342 und dem Laser abh&ngt. Dass solche In-
teraktionen tatséchlich auftreten kdnnen, belegen die von Smith (1993) publizierten Befunde, denen
zufolge UV-Bestrahlung in Kombination mit Hoechst 33342 die Aktivitat von Oozytenmitochondri-
en deutlich senkt. In Analogie zu diesen Befunden halten es Carvalho et al. (2010) fir wahrschein-
lich, dass auch die von ihnen festgestellten Motilitatsstorungen geschlechtsspezifisch sortierter
Spermien auf mitochondrialen Schaden beruhen kdnnten, die durch die kombinierte Einwirkung

von Hoechst 33342 und Laser gesetzt werden.

V. 3.4 Spannung am Piezokristall

Samtliche Spermienproben der ID6, bei denen die Spannung am Piezokristall von den standardma-
Rig verwendeten 25 oder 30 Volt auf 5 Volt gesenkt wurde, wiesen im \ergleich mit Proben nicht-
sortierter Rinderspermien (ID1) signifikant hohere prozentuale Anteile kondensierter Mitochondrien
auf. Weiterhin zeichnete sich eine dieser drei Spermienproben (ID6) - verglichen mit standardsor-
tierten Spermien (ID3) - durch ein signifikant niedrigeres Vorkommen kondensierter Mitochondrien
aus. Hieraus ist zu schlieRen, dass die Reduktion der Spannung am Piezokristall, die mit einer Re-
duktion des Drucks auf die Plasmamembran der Spermien einhergeht (miindliche Mitteilung von D.
Rath, Institut fir Nutztiergenetik, am 05. 12. 2013), zwar in einzelnen Féllen, aber nicht generell
verhindern kann, dass Spermienmitochondrien beim geschlechtsspezifischen Sortieren von einer or-
thodoxen in eine kondensierte Konformation tbergehen. Unter der auf der Grundlage unserer Be-
funde mdglichen, aber keineswegs bewiesenen Voraussetzung, dass kondensierte Mittelstlick-Mito-
chondrien einen negativen Einfluss auf die Motilitdt von Spermien haben, existiert eine publizierte
Parallelbeobachtung an Rinderspermien beziglich der Eigenschaften des Piezokristalls. Suh et al.
(2005) haben namlich herausgefunden, dass sich standardsortierte Spermienproben und Proben, die
das Sortiergerat bei ausgeschaltetem Piezokristall durchlaufen haben, hinsichtlich ihrer Motilitat
kaum unterscheiden. Uberraschend ist dieser Befund deshalb, weil Spermien, die nicht durch den

Piezokristall in den Tropfchenstrom integriert werden, weder geladen noch abgelenkt werden kon-
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nen, sondern gemeinsam mit den zuvor bereits abgestorbenen Spermien in den Abfallbehélter des
Sortiergeréts fallen. Wenn, so argumentieren Suh et al. (2005), der Prozentsatz motiler Spermien in
solchen aus dem Abfallbehélter gewonnenen Proben nicht, wie eigentlich zu erwarten, niedriger ist
als bei standardsortierten Spermien, denen im Regelfall keine Spermien aus dem Abfallbehalter zu-
gesetzt werden, so musse dies letztlich daran liegen, dass sich der schadigende Einfluss des Piezo-
kristalls auf die aus dem Abfallbehdlter entnommenen Spermien nicht auswirken konnte. Nichtsdes-
toweniger lasst dieser Erklarungsversuch offen, ob der postulierte relative Zugewinn an Motilitét
unmittelbar auf die Ausschaltung des Piezokristalls zurtickzufiihren ist, oder ob sich auch die konse-
kutive Nichtzuteilung einer Ladung sowie die aus diesem Grund gleichfalls fehlende Ablenkung der
Spermien im elektrischen Feld der Hochspannungsplatten positiv ausgewirkt haben.

V.35 Hochspannungsplatten

Zur Klarung der Frage, ob die Hochspannungsplatten, die im Normalfall geladene Spermien ablen-
ken, einen bergeordneten Beitrag zur Entstehung kondensierter Mitochondrien liefern, standen von
drei Tieren insgesamt vier Proben zur Verfligung, die das Sortiergerat bei ausgeschalteten Hoch-
spannungsplatten durchlaufen hatten (ID7). Alle vier Proben wiesen im Vergleich mit den Kontroll-
proben nichtsortierter Spermien (ID1) signifikant hohere prozentuale Anteile kondensierter Mito-
chondrien auf, die offenbar durch andere Komponenten des Sortiergerats und/oder durch den DNS-
Farbstoff Hoechst 33342 erzeugt worden sind. Der Vergleich zwischen Proben der ID7, die wegen
der fehlenden elektrischen Ablenkung der Spermien aus dem Abfallbehélter des Sortiergeréts ent-
nommen werden mussen, und Proben der ID3, denen in dieser Testreihe keine ,,kompensatorischen®
Spermien aus dem Abfallbehélter zugesetzt worden sind, forderte zutage, dass die Zahl konden-
sierter Mitochondrien nach Ausschalten der Hochspannungsplatten in einem Fall statistisch signi-
fikant und in zwei weiteren Fallen immerhin tendenziell sinkt. Lediglich bei einem der vier analy-
sierten Probenpaare fanden sich, allerdings ohne statistische Signifikanz, umgekehrte \erhéltnisse.
Angesichts dieser Befundlage ist ein hervorgehobener Beitrag der Hochspannungsplatten zur Ent-
stehung kondensierter Mitochondrien in geschlechtsspezifisch sortierten Spermien eher wahrschein-
lich.

In der Literatur wird das beim geschlechtsspezifischen Sortieren von den Hochspannungsplatten
ausgehende Gefahrdungspotenzial kontrovers diskutiert. So schliefen de Ambrogi et al. (2006)
zwar nicht aus, dass ein schadigender Einfluss auf die Spermien besteht, heben aber auf der Grund-
lage ihrer Untersuchungsergebnisse hervor, dass selbst diejenigen Spermienproben, die das Sortier-
gerat nach Ausschaltung von Hochspannungsplatten und Laser durchlaufen, noch immer, verglichen

mit nichtsortierten Spermien, einen signifikant hoheren Prozentsatz membrangeschadigter Spermien
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und auch einen signifikant hoheren Grad an DNS-Fragmentierung aufweisen. Dagegen fanden Spi-
naci et al. (2006) Hinweise darauf, dass die bereits mehrfach diskutierte (und unter funktionellen
Aspekten negativ bewertete) Umverteilung von HSP70 ganz wesentlich auf den Einfluss der elek-
trischen Ladung sowie des von den Hochspannungsplatten erzeugten elektrischen Feldes zuriickzu-
flhren ist. AuRerdem gibt es Anhaltspunkte dafir, dass die Hochspannungsplatten an der Generie-
rung reaktiver Sauerstoffradikale teilhaben (zur Ubersicht: Rath et al. 2013), deren Auftreten bei
menschlichen Spermien mit einer Senkung des mitochondrialen Membranpotenzials korreliert ist
(Wang et al. 2003), und unter deren Einfluss die Spermienmotilitat abnimmt (Klinc und Rath 2007).
Auf ultrastruktureller Ebene bewirken reaktive Sauerstoffradikale, wie am Beispiel der Flugmus-
keln von Drosophila melanogaster gezeigt, eine massive Dilatation der Cristae mitochondriales
(Walker und Benzer 2004), die auch, wie hier gezeigt, bei geschlechtsspezifisch sortierten Rinder-
spermien auftritt. Die gleichfalls von uns beobachtete Kondensation der mitochondrialen Matrix
findet sich auch bei der hdmatopoetischen Zelllinie FL 5.12, und zwar als Folge eines erniedrigten
mitochondrialen Membranpotenzials (Gottlieb et al. 2003), das bei menschlichen Spermien mdgli-
cherweise kausal mit dem Auftreten reaktiver Sauerstoffradikale zusammenhéangt (Wang et al.
2003). Hypothetisch wére es demnach denkbar, dass unter dem Einfluss der Hochspannungsplatten
Sauerstoffradikale gebildet werden, die bei geschlechtsspezifisch sortierten Rinderspermien mittels
Erniedrigung des mitochondrialen Membranpotenzials ein vermehrtes Auftreten kondensierter Mi-

tochondrien hervorrufen.

V. 3.6 Eidotter im Auffangmedium

Im Rahmen der Analyse des Auffangmediums fiir geschlechtsspezifisch sortierte Rinderspermien
wurde zunéchst die Komponente ,,Eidotter” eliminiert (ID4). Im Routinebetrieb wird Eidotter zuge-
setzt, um (1) beispielsweise durch den Zusatz des DNS-Farbstoffs Hoechst 33342 eingetretene \Ver-
dunnungseffekte zu kompensieren, (2) einen Schutzfilm um die Spermien zu bilden, und (3) ge-
schadigte Phospholipide in der Plasmamembran der Spermien zu ersetzen (zur Ubersicht: Bergeron
und Manjunath 2006). Der Vergleich zwischen Proben der ID4 und nichtsortierten Kontrollproben
(ID1) forderte bei allen drei untersuchten Tieren einen signifikant héheren Anteil kondensierter Mi-
tochondrien in den Proben der ID4 zutage. Dagegen zeigten Proben der ID4 (Tier 3, zwei Proben-
paare) im Vergleich zu Proben der ID3 (Standardsortierung mit Standardauffangmedium: TEST-
Dotter) einen signifikant niedrigeren Anteil kondensierter Mitochondrien. Angesichts der Tatsache,
dass wir die funktionellen Eigenschaften kondensierter Mitochondrien in sortierten Rinderspermien
noch nicht kennen, ist die Aufstellung von Hypothesen beziiglich der Frage, ob sich die Anwesen-
heit von Eidotter im Auffangmedium eher forderlich oder eher abtraglich auf die Spermien aus-

wirkt, verfriht.
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V. 3.7 Seminalplasma im Auffangmedium

Im Rahmen geschlechtsspezifischer Sortierungsprozesse von Spermien treten Verdunnungseffekte
auf, die unter anderem die Konzentration der physiologischerweise im Seminalplasma enthaltenen
Antioxidantien herabsetzen. Nicht zuletzt deshalb fugen viele Anwender dem TEST-Dotter-Auf-
fangmedium Seminalplasma hinzu, um den Anteil motiler und membranintakter Spermien zu erho-
hen (Maxwell et al. 1996). Unumstritten ist diese MalRnahme aber nicht, weil, je nach Tierart und
Dosis, auch negative Einflisse von Seminalplasma auf sortierte Spermien beschrieben worden sind
(zur Ubersicht: de Graaf et al. 2008). Insofern lag es nahe zu uiberpriifen, wie sich die An- oder Ab-
wesenheit von Seminalplasma auf die H&ufigkeit des Auftretens kondensierter Mittelstiick-Mito-

chondrien auswirkt.

Zundéchst stellte sich heraus, dass sémtliche Spermienproben, die nach dem Sortieren in einem Auf-
fangmedium ohne Seminalplasma aufgefangen worden waren (ID8, 3 Tiere), verglichen mit den
Kontrollproben nichtsortierter Spermien (ID1), einen signifikant héheren Anteil kondensierter Mi-
tochondrien aufwiesen. Anschlielend zeigte sich, dass der Prozentsatz kondensierter Mitochondrien
in Spermienproben der ID8 (Tiere 1 und 2), verglichen mit standardsortierten Proben (ID3: Semi-
nalplasma im Auffangmedium enthalten), in einem Fall signifikant erhoht war, wahrend im zweiten
Fall kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben der ID8 und 1D3 festgestellt werden konn-
te. Auch hier gilt angesichts der Tatsache, dass Uber die funktionellen Eigenschaften kondensierter
Mitochondrien in geschlechtsspezifisch sortierten Rinderspermien bisher nichts bekannt ist, dass
unsere Ergebnisse aktuell keine Entscheidung beziiglich der Frage herbeifuihren kénnen, ob sich das
Seminalplasma eventuell nicht ausschlieBlich positiv auf die aufgefangenen Spermien auswirkt. Im
Rahmen von Folgearbeiten zur Klarung dieser Frage wird unter anderem zu untersuchen sein, ob
und wie sich die kombinierte An- oder Abwesenheit von Seminalplasma, das den Anteil kondensier-
ter Mitochondrien tendenziell erniedrigt, und von Eidotter, der ihn tendenziell erhéht, auf die Kon-
formation der Mittelstiick-Mitochondrien auswirkt. Dass solche die Spermienqualitat betreffende
Interaktionen prinzipiell bestehen, geht beispielsweise daraus hervor, dass die im Eidotter enthalte-
nen Lipoproteine genau diejenigen Proteine des Seminalplasmas binden, die ihrerseits ,,schiitzen-
des* Cholesterin aus der Plasmamembran der Spermien herauslésen kénnen (zur Ubersicht: Berge-
ron und Manjunath 2006).

V. 3.8 Zusammenfassende Einschatzung
Die Analyse der Einzelkomponenten des Sortierprozesses beziglich ihres Beitrags zur Entstehung
signifikant erhdhter prozentualer Anteile kondensierter Mitochondrien in geschlechtsspezifisch sor-

tierten Rinderspermien l&sst eine generelle Unterscheidung zwischen fordernden, neutralen und ge-
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genldufig agierenden Komponenten zu. Fordernde Komponenten sind der DNS-Farbstoff Hoechst
33342, die Hochspannungsplatten sowie der im Auffangmedium enthaltene Eidotter. Dagegen sinkt
die Zahl kondensierter Mitochondrien tendenziell unter dem Einfluss des im Auffangmedium
enthaltenen Seminalplasmas sowie bei Erniedrigung der Spannung am Piezokristall. Unter den ge-

waéhlten Versuchsbedingungen neutral verhélt sich lediglich der Laser des Sortiergeréts.

Unter der Voraussetzung, dass sich die beim geschlechtsspezifischen Sortieren beobachtete Zunah-
me der Zahl kondensierter Mitochondrien tatséchlich als Ausdruck oder Ursache einer verminderten
Spermienqualitat herausstellen sollte, missten zukinftige Optimierungsversuche am Sortierverfah-
ren am ehesten danach trachten, den DNS-Farbstoff Hoechst 33342 sowie die Hochspannungsplat-
ten zu ersetzen, die beide auch aus anderen, oben bereits dargelegten Grunden kritisch hinterfragt
werden. Als weitere Option béte sich die Reduktion der Spannung am Piezokristall an. Beziiglich
einer moglichen Optimierung der Zusammensetzung des Auffangmediums sind unsere Befunde pra-
liminar und bediirfen, wie auch die den Laser des Sortiergerits betreffenden Tests, einer Uberprii-

fung mit verfeinerter Methodik.

V. 4 Einfluss von Aufbereitungsschritten und Thermoresistenztest auf die Konforma-
tion von Mitochondrien geschlechtsspezifisch sortierter Spermien

V. 4.1 Kihlen auf 5 °C

Zuné&chst wollten wir in Erfahrung bringen, ob die Aufbereitung bereits sortierter Spermien, die zu-
nachst in Form der Zugabe eines Tiefgefriermediums sowie einer einleitenden Kiihlung auf 5 °C er-
folgt (ID9), Einfluss auf die Mitochondrienkonformation hat. Die Anzahl der fur diesen Test zur
Verfligung stehenden Proben war auf drei korrespondierende Paare der ID1 (nichtsortierte Spermi-
en) und ID9 beschrankt. In zwei von drei Féllen fanden wir einen signifikant hoheren Anteil kon-
densierter Mitochondrien bei ID9. Im dritten Fall irritiert bei der nichtsortierten Spermienprobe
(ID1) ein extrem hoher Prozentsatz kondensierter Mitochondrien, der aus dem Feld sémtlicher ana-
lysierter Spermienproben der ID1 heraussticht. Nichtsdestoweniger liegt auch in diesem Fall der fir
ID9 ermittelte Prozentwert noch immer tber demjenigen von ID1, erreicht aber keine statistische
Signifikanz.

Auf der Grundlage dieser Befunde kann nicht entschieden werden, ob und in welchem Ausmal das
Tiefgefriermedium und/oder die anschlieende, in einem Zeitraum von etwa zwei Stunden ablau-
fende Kuhlung auf 5 °C urséchlich an der Entwicklung kondensierter Mitochondrien beteiligt sind.

Allerdings zahlten Jones und Stewart (1979) bei nichtsortierten Rinderspermien, die unter Zusatz
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eines Tiefgefriermediums sechs Stunden lang bei 5 °C gelagert wurden, einen Anteil kondensierter
Mitochondrien von nur 7 Prozent, der in guter N&dherung den von uns in den Kontrollproben nicht-
sortierter Spermien (ID1) errechneten arithmetischen Mittelwerten entspricht. Unter dem Vorbehalt,
dass sich beide Experimente sowohl hinsichtlich der Zusammensetzung der verwendeten Tiefge-
friermedien als auch bezlglich der Dauer der Kalteexposition unterscheiden, vermuten wir deshalb,
dass die in den Spermienproben der 1D9 festgestellte hohe Zahl kondensierter Mitochondrien (arith-
metische Mittelwerte zwischen 42 und 43 Prozent) Uberwiegend durch Komponenten des Sortier-

prozesses und nicht durch die nachfolgende Kuhlung verursacht wurde.

V. 4.2 Kuhlen, Einfrieren und Wiederauftauen

Nichtsortierte Rinderspermien (berstehen zwar, wie oben diskutiert, die Zugabe eines Tiefgefrier-
mediums sowie die nachfolgende Abkuhlung auf 5 °C flr sechs Stunden, ohne gravierende ultra-
strukturelle Auffalligkeiten auszubilden, erleiden aber durch anschlieBendes Einfrieren und Wieder-
auftauen einerseits Defekte der Plasmamembran, andererseits Matrixverluste ihrer Mittelstlick-Mi-
tochondrien. Zusétzlich sinkt der bereits nach Abkiihlung auf 5 °C ohnehin niedrige Anteil konden-
sierter Mitochondrien (8 Prozent) unter dem Einfluss des Einfrierens und Wiederauftauens auf 2
Prozent ab (Jones und Stewart 1979). Unsere Untersuchungen belegen, dass auch Proben sortierter
Rinderspermien, die sich nach Zugabe des Tiefgefriermediums und Abkiihlung auf 5 °C beziglich
ihres Gehalts an kondensierten Mitochondrien signifikant von nichtsortierten Spermien unterschie-
den, dieses Unterscheidungsmerkmal nach dem anschliefenden Einfrieren und Wiederauftauen in

allen untersuchten Probenpaaren verlieren.

Ware es so einfach, dass kondensierte Mitochondrien sich eindeutig negativ auf die Qualitat der
Spermien auswirkten, so wirde nach dem zuvor Gesagten das durch den Sortierprozess ausgeloste
,,Ubel*“ durch den nachfolgenden Aufarbeitungsprozess der sortierten Spermien umgehend wieder
beseitigt werden. Tatséchlich jedoch bewirkt auch das Einfrieren nichtsortierter menschlicher Sper-
mien eine Senkung des mitochondrialen Membranpotenzials sowie eine verminderte Motilitat und
Lebensfahigkeit der Spermien (O Connell et al. 2002). Wir werden also in Folgearbeiten untersu-
chen mussen, welches Membranpotenzial die Mitochondrien geschlechtsspezifisch sortierter Rin-
derspermien in jeder der beschriebenen experimentellen Situationen haben, und wie mitochondriale
Konformation, mitochondriales Membranpotenzial und Motilitat der Spermien jeweils miteinander
korreliert sind. In der hdmatopoietischen Zelllinie FL5.12 ist ein direkter Zusammenhang zwischen
der Abnahme des mitochondrialen Membranpotenzials und der Zunahme der Zahl kondensierter

Mitochondrien bereits nachgewiesen worden (Gottlieb et al. 2003).
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Mogliche Hinweise darauf, dass ,,Qualitdtsméngel* sortierter Spermien durch Komponenten der auf
die Sortierung folgenden Aufarbeitungsprozedur abgeschwacht werden, finden sich in der relevan-
ten Literatur gleich mehrfach. Beispielsweise beobachteten Parrilla et al. (2005), dass sortierte
Schweinespermien, die unmittelbar nach dem Sortieren fiir eine In-vitro-Fertilisation verwendet
wurden, geringere Befruchtungsraten erzielten als solche, die nach dem Sortieren zunachst zwei
Stunden bei 20 °C gelagert worden waren. Hierzu passend beobachteten Spinaci et al. (2006) wah-
rend der zweistlindigen Lagerungsperiode (20 °C) frisch sortierter Schweinespermien eine weitge-
hende Ruckbildung des im Rahmen des Sortierprozesses charakteristisch veranderten und als schad-
lich interpretierten Verteilungsmusters von HSP70. Es ware also gut vorstellbar, dass der von uns
nach dem Kuhlen, Einfrieren und Wiederauftauen sortierter Rinderspermien nachgewiesene drasti-
sche Rickgang des prozentualen Anteils kondensierter Mittelstiick-Mitochondrien eine schadens-

mindernde Funktion hat.

V. 4.3 Thermoresistenztest

Der Thermoresistenztest (sechsstiindige Inkubation sortierter, gekuhlter, eingefrorener und wieder
aufgetauter Spermien bei 37 °C: 1D11) prift die Widerstandsfahigkeit der Spermien und soll die bei
der kiinstlichen Besamung im weiblichen Genitaltrakt herrschenden Temperaturbedingungen imitie-
ren (Underwood et al. 2009). Pathophysiologisch steht der an nichtsortierten Kaninchen- und Mau-
sespermien nachgewiesene temperaturabhangige Anstieg reaktiver Sauerstoffradikale im \order-
grund (Alvarez und Storey 1985), der durch die Gabe von Antioxidantien abgewendet werden kann
(Klinc und Rath 2007). Fir die von uns durchgefiihrten Tests sind diese Zusammenhé&nge deshalb
von Bedeutung, weil der Anstieg reaktiver Sauerstoffradikale nach Mannella et al. (2008) urséchlich
flr eine Dilatation der Cristae mitochondriales sein kdnnte, die typischerweise bei kondensierten
Mitochondrien auftritt. Unter den genannten Voraussetzungen ware es also denkbar, dass die inten-
sive Temperaturbelastung der sortierten Rinderspermien im Rahmen des Thermoresistenztests
(ID11) zu einem Anstieg der Zahl kondensierter Mitochondrien flhrt, der méglicherweise durch re-
aktive Sauerstoffradikale ausgeldst wird. Tatséchlich ist der Anteil kondensierter Mitochondrien in
Proben der ID11 bei allen drei untersuchten Probenpaaren (drei Tiere) hoher als in den Proben der
ID10 (sortierte, gekihlte, eingefrorene und wieder aufgetaute Spermien), wobei allerdings nur in ei-
nem Fall statistische Signifikanz erreicht wird. Unter der in Folgearbeiten zu prufenden Arbeitshy-
pothese, dass kondensierte Mitochondrien Ausdruck und/oder Ursache einer verminderten Spermi-
enqualitét sind, wirden sortierte Spermien die durch den Sortiervorgang ausgeloste ,,ungiinstige*
Mitochondrienkonformation demnach wahrend der Aufarbeitungsprozedur weitgehend verlieren,

mindestens zum Teil aber in den weiblichen Geschlechtswegen erneut annehmen.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die geschlechtsspezifische Separierung X- und Y-chromosomaler Spermien wird weltweit unter
zahlreichen human- und veterindrmedizinischen Indikationen praktiziert. Das Hauptmotiv fir die
Inangriffnahme methodischer Optimierungen der aktuell eingesetzten Sortiergeréte, die Uberwie-
gend auf der United States Department of Agriculture-Beltsville Sperm Sexing Technology beruhen,
besteht darin, die Befruchtungsfahigkeit sortierter Spermien zu erhdhen. Die vorliegende Arbeit un-
tersucht mittels Transmissionselektronenmikroskopie, ob geschlechtsspezifisch sortierte Rinder-
spermien, die routinemaRig in der Viehzucht eingesetzt werden, ultrastrukturelle Verédnderungen
aufweisen, die ihre gegenilber nichtsortierten Spermien verringerte Beweglichkeit und Befruch-

tungsfahigkeit erklaren konnten.

Analysiert wurden insgesamt 66 Spermaproben, die von drei Bullen der Rasse Holstein-Friesian
Uber einen Zeitraum von einem Jahr gewonnen worden waren. Angesichts der Tatsache, dass Rin-
derspermien die zur Sicherstellung ihrer Motilitat erforderliche Energie berwiegend aus der Akti-
vitat ihres Chondrioms beziehen, konzentrierten sich die Untersuchungen auf die helikal im Mittel-
stiick der Spermien angeordneten Mitochondrien. Hierbei stellte sich zundchst heraus, dass mito-
chondriale Gefuigestérungen, die hypothetisch durch die hohe mechanische Belastung der Spermien
beim Durchgang durch das Sortiergerét hervorgerufen werden kénnten, in annahernd gleicher Hau-
figkeit auch bei nichtsortierten Spermien vorkommen. Nebenbefundlich konnten wir in diesem Zu-
sammenhang elektronendichte Verbindungsstreben zwischen benachbarten Mitochondrien und/oder
zwischen den Mitochondrien und der Plasmamembran des Rinderspermiums erstbeschreiben. Sol-
che Verbindungsstreben unterstiitzen den strukturellen Zusammenhalt des Chondrioms offenbar
selbst dann noch, wenn massive, die helikale Anordnung der Mitochondrien streckenweise aufhe-
bende Gefligestdrungen auftreten, oder wenn die Plasmamembran des Spermiums vollstandig verlo-

ren geht.

Auch beziglich der Haufigkeit der in unserem Untersuchungsgut nachgewiesenen hochgradig ge-
schwollenen Mitochondrien, die in der Literatur vielfach als Ausdruck eines pathologischen Ge-
schehens beschrieben worden sind, fanden wir praktisch nur in einem von 13 untersuchten Fallen
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Proben sortierter und nichtsortierter Rin-
derspermien. Im Gegensatz hierzu zeigte sich anschlieBend, dass geschlechtsspezifisch sortierte
Spermien - verglichen mit den jeweils korrespondierenden Proben nichtsortierter Spermien vom
selben Entnahmetag - signifikant haufiger kondensiert konformierte Mitochondrien enthalten
(Mann-Whitney-U-Test). Ultrastrukturell ist dieser wahrend des Sortierprozesses erfolgende Uber-
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gang der Mitochondrien von einer orthodoxen in eine kondensierte Form dadurch charakterisiert,
dass die Weite des intracristalen Raumes - bei gleichzeitiger Kondensierung der mitochondrialen
Matrix - offenbar solange zunimmt, bis ein weitgehend oder vollstandig strukturfreies elektronen-
helles Zentrum von einem hochgradig elektronendichten Matrixsaum umgeben wird, der selbst bei
hoher elektronenmikroskopischer Auflésung kaum noch gegen die inneren und dufReren Mitochon-
drienmembranen abgegrenzt werden kann. Inwieweit die oben skizzierten intermitochondrialen Ver-
bindungsstreben im Sinne einer ,,energetischen Kopplung™ miturséchlich fir das tberwiegend grup-
piert massenhafte - und nicht individuell regellose - Auftreten kondensiert konformierter Mitochon-
drien in sortierten Rinderspermien sind, muss durch Anschlussuntersuchungen geklart werden.
Gleiches gilt fir die im Schrifttum kontrovers diskutierte funktionelle Wertigkeit kondensiert kon-
formierter Spermienmitochondrien, die nicht nur physiologisch in einem definierten Zeitfenster der
Spermienentwicklung, sondern auch unter verschiedenen pathologischen Bedingungen beobachtet

worden sind.

Der Nachweis eines eindeutigen ultrastrukturellen Kriteriums, mit dessen Hilfe Proben geschlechts-
spezifisch sortierter und nichtsortierter Rinderspermien unterschieden werden kdnnen, ermutigte
uns, einzelne oder Gruppen von Komponenten des Sortierprozesses experimentell zu isolieren, um
den oder die Hauptverursacher des mitochondrialen Konformationswechsels ausfindig zu machen.
Hierbei zeigte sich zundchst, dass allein die Zugabe des DNS-Farbstoffes Hoechst 33342 etwa in ei-
nem Drittel der Félle eine signifikante Erh6hung des Prozentsatzes kondensiert konformierter Mito-
chondrien bewirkt. Unter Wirdigung der in der Literatur beschriebenen funktionellen Defizite, die
Hoechst 33342 bei Spermien hervorrufen kann, konnte das vermehrte Auftreten kondensiert konfor-
mierter Mitochondrien tatsachlich Ausdruck oder Ursache einer Schadigung sein. Andererseits er-
héht sich die Haufigkeit kondensiert konformierter Mitochondrien signifikant, wenn die mit
Hoechst 33342 behandelten Spermien anschliefend im Standardverfahren sortiert werden. Von ei-
ner alleinigen Verursachung des mitochondrialen Konformationswechsels durch lediglich eine ein-

zige Komponente des Sortierprozesses darf daher in keinem Fall ausgegangen werden.

Auch die am Piezokristall des Sortiergerats eingestellte Spannung verhalt sich gegeniber der Mito-
chondrienkonformation nicht neutral. Vielmehr bewirkt ihre Reduktion auf 5 \olt, die den auf der
Plasmamembran der Spermien lastenden Druck verringert, bei immerhin einem von drei untersuch-
ten Probenpaaren eine signifikante Erniedrigung des Prozentsatzes kondensiert konformierter Mito-
chondrien. Den unter allen untersuchten Geratekomponenten tendenziell deutlichsten Beitrag zur
Entstehung kondensiert konformierter Mitochondrien leisten jedoch die Hochspannungsplatten, die

die mit Hoechst 33342 markierten, vom Laser zur Fluoreszenz angeregten und in Abhé&ngigkeit von
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der geschlechtsspezifisch variierenden DNS-Menge mit unterschiedlichen Ladungen versehenen X-
oder Y-chromosomalen Spermien in verschiedene Auffangbehdalter leiten. Unter Einbeziehung von
Befunden anderer Arbeitsgruppen lasst sich die Arbeitshypothese aufstellen, dass kondensierte Mi-
tochondrien unter der Einwirkung reaktiver Sauerstoffradikale entstehen, die ihrerseits unter dem
Einfluss der Hochspannungsplatten erzeugt werden, eine Senkung des mitochondrialen Membran-

potenzials herbeiftihren und fir die verminderte Spermienmotilitat verantwortlich sind.

Im Unterschied zu den mit den Hochspannungsplatten durchgefuhrten Experimenten fiihrt das Aus-
schalten des Lasers offenbar nicht zu einem signifikanten Abfall der Prozentwerte kondensiert kon-
formierter Mitochondrien unter das Niveau standardsortierter Spermienproben. Mit Blick auf die
vorhandene Literatur halten wir es jedoch fir mdglich, dass Interaktionen zwischen dem Laser und
dem DNS-Farbstoff Hoechst 33342 eine Potenzierung des Lasereinflusses und hierdurch eine Erho-
hung des Prozentsatzes kondensiert konformierter Mitochondrien bewirken kdnnten. Die im Rah-
men der vorliegenden Arbeit getesteten Modifikationen des Auffangmediums fur geschlechtsspezi-
fisch sortierte Rinderspermien zeigten gegenldufige Effekte. So fiihrt die Entfernung des Eidotters
aus dem Auffangmedium tendenziell zu einer Erniedrigung der Zahl kondensiert konformierter Mi-
tochondrien, stellt aber angesichts der bekannten forderlichen Eigenschaften von Eidotter keinen
gangbaren Weg zur Methodenoptimierung dar. Im Unterschied hierzu lasst sich nach Entfernung
des Seminalplasmas aus dem Auffangmedium bisher kein belastbarer Trend beziliglich der Mito-

chondrienkonformation identifizieren.

Bei der abschliefenden Analyse der Aufarbeitungsschritte, die geschlechtsspezifisch sortierte Rin-
derspermien vor ihrem jeweiligen ,,Einsatz* durchlaufen, stellte sich iiberraschenderweise heraus,
dass der Prozentsatz kondensiert konformierter Mitochondrien in den Proben sortierter Rindersper-
mien nach Zugabe eines Tiefgefriermediums, Abkiihlung auf 5 °C sowie anschlieBendem Einfrieren
und Wiederauftauen derart drastisch abnimmt, dass sie zumindest beziglich dieses einen strukturel-
len Merkmals praktisch nicht mehr von den Proben nichtsortierter Spermien unterschieden werden
konnen. Angesichts des von anderen Arbeitsgruppen publizierten Befundes, dass die stundenweise
niedertemperaturige Lagerung geschlechtsspezifisch sortierter Schweinespermien die Quote erfolg-
reicher Befruchtungen steigert, kénnte der von uns bei Rinderspermien beobachtete Riickgang des
Prozentsatzes kondensiert konformierter Mitochondrien als ,,schadensmindernd* interpretiert wer-
den. Hierzu passt im hypothetischen Umkehrschluss auch, dass die Zahl kondensiert konformierter
Mitochondrien in sortierten Rinderspermien, die bekanntermalien keine optimalen Befruchtungser-
gebnisse erzielen, nach Durchfiihrung eines Thermoresistenztests, der die im weiblichen Genital-

trakt herrschenden Temperaturbedingungen imitieren soll, erneut signifikant ansteigt.
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