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Allgemeine Einleitung

1  Allgemeine Einleitung

Der Reproduktionserfolg des Rindes ist die Grundvoraussetzung fiir die Milchprodukti-
on, die Remontierung und damit fiir die wirtschaftliche Effizienz eines Betriebes (Grohn
& Rajala-Schultz 2000; Vishwanath & Moreno 2018).

Zur Erfassung der Reproduktionsleistung werden verschiedene funktionale Merkmale
herangezogen. Zu diesen gehdren beispielsweise der Besamungsindex, die Non-Return-
Rate, die Zwischenkalbezeit, aber auch der Kalbeverlauf, die Schwer- und die Totgebur-
tenraten (ADR 2017).

Eine Steuerung der Reproduktionsleistung kann beim Rind sowohl auf der ménnlichen
als auch auf der weiblichen Seite iiber den Einsatz von Biotechniken erfolgen, wobei
hier neben der kiinstlichen Besamung und dem Embryotransfer besonders das Sperma-
sexing und die In-vitro-Produktion (IVP) von Embryonen als bedeutende Technologien
hervorzuheben sind. Mit dem Einsatz von weiblich gesextem Sperma wird auf weibli-
che Nachkommen selektiert und der Anteil unerwiinschter ménnlicher Kélber reduziert.
Mittels IVP wird das Potenzial genetisch wertvoller Tiere genutzt, um daraus eine
hochwertige Nachzucht bei gleichzeitiger Verkiirzung des Generationsintervalls zu er-
zeugen. Die erfolgreiche Anwendung dieser Biotechniken unterliegt verschiedenen
exogenen Einfliissen.

Die vorliegende Dissertationsschrift geht deshalb auf den Einsatz dieser beiden Bio-
techniken ein und verfolgt dabei drei verschiedene Zielsetzungen.

Im ersten Teil der Arbeit wird untersucht, ob die Art des eingesetzten Spermas und das
Kalbgeschlecht einen Einfluss auf funktionale Merkmale und Produktionsmerkmale von
Férsen haben.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit einer methodischen Fragestellung der
IVP. Hier werden zwei Kultursysteme und deren Auswirkungen auf die Entwicklung
boviner Embryonen vergleichend dargestellt.

Fiir die dritte Fragestellung der Arbeit wird die IVP als Modell herangezogen, um die
Wirkung von Glyphosat auf die Reproduktion landwirtschaftlicher Nutztiere in vitro
nachzustellen und daraus gegebenenfalls auch Erkenntnisse fiir den Humanbereich ab-
leiten zu konnen.

In den Untersuchungen zur IVP boviner Embryonen wird der Reproduktionserfolg da-

bei als erfolgreiche Befruchtung und Kultivierung der Embryonen verstanden.
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2  Einfluss von gesextem Sperma auf Produktionsmerkmale und

funktionale Merkmale bei deutschen Holstein Friesian

2.1 Einleitung

Die unterschiedliche Liange der Geschlechtschromosomen bei Sdugetieren fiihrt zu dif-
ferierenden DNA-Gehalten in X- und Y-Chromosom-tragenden Spermien (Moruzzi
1979). Versuche, diese Differenz genau zu messen, gelangen in den 1980er Jahren und
ergaben beim Rind einen um 3,8 % hoheren relativen DNA-Gehalt des X- chromosoma-
len Spermiums (Gledhill et al. 1982; Pinkel et al. 1982). Dies ermdglichte die gezielte
Sortierung von X- und Y-Chromosom-tragenden Spermien mittels quantitativer Durch-
flusszytometrie (Garner ef al. 1983).

In den frilhen Ansdtzen der Durchflusszytometrie mussten die Zellmembranen der
Spermien fiir den membranundurchldssigen Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4'-6-
Diamidino-2-phenylindol) entfernt werden, wodurch die Spermien abgetdtet wurden
(Garner et al. 1983). Die Verwendung des membrandurchlédssigen Fluoreszenzfarbstof-
fes Hoechst 33342 ermdglichte schlieBlich die Sortierung von intakten Spermien
(Johnson et al. 1987) und die Geburt der ersten lebenden Nachkommen aus geschlechts-

sortiertem Bullen- und Kaninchensperma im Jahr 1989 (Johnson et al. 1989).

Mit der Einfiihrung der Hochgeschwindigkeits-Durchflusszytometrie begann 1996 die
kommerzielle Nutzung von gesextem Rindersperma (Seidel ef al. 1999).

Das Prinzip der flowzytometrischen Spermatrennung ist in Abbildung 1 dargestellt.
Hierbei wird die sich im Spermienkopf befindliche DNA durch Hoechst 33342 ange-
farbt. Nach der Farbung werden die Spermien in einem Tropfchenstrom angeordnet und
passieren einen UV-Laserstrahl, der die Fluoreszenz anregt. Eine Photozelle (Photo-
Multiplier PMT 90°) stellt fest, ob der Spermienkopf mit der flachen Seite senkrecht
zum Laser ausgerichtet ist, und eine zweite Photozelle (PMT 0°) misst die Fluoreszenz
der korrekt ausgerichteten Spermien. Die Tropfchen, die X- oder Y-Chromosom-
tragende Spermien enthalten, werden elektrisch entgegengesetzt geladen und dann in
einem elektrostatischen Feld abgelenkt. In membrangeschéddigten Spermien kommt es
zur Uberlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes durch einen Lebensmittelfarbstoff (FD40),

so dass diese Spermien nicht elektrisch geladen, und damit nicht sortiert werden (Seidel
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et al. 1999; Garner & Seidel 2003). So erfolgt die Geschlechtsbestimmung mit einer
Genauigkeit von 85 % bis 95 % (Johnson ef al. 1999).

Prinzip der flowzytometrischen Spermatrennung

Hullstrom
Hullstrom

PMT 1
Signal:
PMT 0 Lateralfluoreszenz N
Signal:

X/Y Fluoreszenz Ki
! 7 UV-LASER
L[]
~ 3000V

Spermien

)\

Abbildung 1: Prinzip der flowzytometrischen Spermatrennung (Rath, 2020).

Freigabe, D. Rath, Repro-GamTec, 3/2020

Obwohl in den vergangenen Jahren alternative Methoden getestet wurden, ist die
Durchflusszytometrie, nach einigen Modifikationen, immer noch die Methode der Wahl
fiir das Spermasexing. Fluoreszierende /n-situ-Hybridisierungstechniken (Kawarasaki et
al. 1998), Goldnanopartikel, die an Y-Chromosom-spezifische Sequenzen binden (Rath
et al. 2013) oder die Spermaseparation durch die Swim-up-Methode mit Validierung
durch die qPCR (Asma-ul-Husna et al. 2017) ermdglichen ebenfalls die Geschlechtsbe-

stimmung von Spermien, sind aber nicht von kommerzieller Bedeutung.

Gesextes Sperma wird ziichterisch gezielt eingesetzt, um eine hochwertige weibliche
Nachzucht zu erhalten. Gleichzeitig wird der Anteil von unerwiinschten ménnlichen
Milchkilbern, die von geringem Nutzen fiir die Rindfleischproduktion sind, verringert
und die mit ménnlichen Kilbern verbundenen hoheren Schwergeburtenraten kdnnen

stark reduziert werden (Hohenboken 1999; Seidel 2002). Andererseits ist der Sortier-

10
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prozess aufwendig und mit hoheren Produktionskosten verbunden. Die reduzierte
Spermienmenge in den gesexten Spermaportionen kann auflerdem die Reproduktions-
leistung beeintridchtigen und erfordert ein strenges Besamungsmanagement. Eine gesex-
te Spermaportion enthélt etwa 2 Millionen Spermien und damit nur ein Zehntel der her-
kommlichen Spermamenge (20 Millionen Spermien/Dosis) (Mallory et al. 2013; Seidel
2014). Durch die Manipulation der Spermien wéhrend des Sortierprozesses, konnen
Schiden an diesen entstehen (Garner & Seidel 2003; Mallory et al. 2013). Nachteilig
sind auBBerdem die schlechteren Eigenschaften von gesextem Sperma nach Kryokonser-

vierung im Vergleich zu konventionellem Sperma (Schenk et al. 1999).

Verschiedene Leistungsmerkmale von Milchkiihen nach Besamung mit gesextem
Sperma wurden bereits in mehreren Studien untersucht und dabei insbesondere niedri-
gere Konzeptionsraten ermittelt (DeJarnette ef al. 2008; Schenk et al. 2009; Norman et
al. 2010; Healy et al. 2013). Spermasexing in Verbindung mit der hohen Verdiinnung
scheint die Befruchtungsfdhigkeit auf 60 % bis 90 % im Vergleich zu konventionellem
Sperma zu reduzieren (Seidel et al. 1999; Borchersen & Peacock 2009; DeJarnette et al.
2009). Die geringeren Konzeptionsraten und die hoheren Kosten fiir gesextes Sperma
fiihren dazu, dass dieses vor allem fiir Farsen und erste Besamungen verwendet wird, da
bei diesen die Fruchtbarkeit am hochsten ist (Seidel 2007; DeJarnette et al. 2008, 2009).
Die Fruchtbarkeitsleistung kann allerdings auch in Abhingigkeit von betrieblichen Fak-
toren, wie der Ostruserkennung sowie kuhbezogener Faktoren wie Alter, Kérperzustand
und Paritét, stark unterschiedlich ausfallen (Seidel & Schenk 2008).

Stressbelastungen wihrend des Spermasexings und insbesondere die mdgliche Anrei-
cherung Y-chromosomaler Spermien mit erhohtem DNA-Gehalt in der X-chromosomal
sortierten Spermienpopulation beeinflussen nicht nur die Empfangnisrate, sondern auch
die Totgeburtenrate der miannlichen Kélber. DeJarnette et al. (2009) und Norman et al.
(2010) berichteten bei Holstein-Férsen iiber deutlich hohere Totgeburtenraten ménnli-

cher Kélber aus weiblich gesextem Sperma.

Neueste Entwicklungen zur Minimierung der negativen Einfliisse des Sortierprozesses
basieren insbesondere auf einer Uberarbeitung der verwendeten Medien (Gonzalez-
Marin et al. 2016; Lenz et al. 2016). Neue Sortiermaschinen ermdglichen zuséitzlich
eine schnellere, genauere und weniger schiddliche Produktion (Thomas et al. 2017).

Dartiber hinaus kénnen hoéhere Dosen von z.B. 4 Millionen weiblich gesexten Spermien

11
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pro Portion die Liicke zwischen den Empfangnisraten von gesextem und konventionel-
lem Sperma minimieren (Lenz ef al. 2016). Erste Analysen nach Einsatz dieser Sper-
mienmengen ergaben hohere Empfangnisraten im Vergleich zur iiblichen Spermamenge
nach der Sortierung und Non-Return-Raten, die sich denen des konventionellen Sper-

mas anndhern (Lenz ef al. 2016).
Ziel der vorliegenden Studie war es, mogliche Auswirkungen der Spermaart (konventi-

onell vs. weiblich gesext) und des Kalbgeschlechts auf funktionale Merkmale und Pro-

duktionsmerkmale von Holstein-Férsen in Niedersachsen zu analysieren.

12
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Abstract

The aim of this study was to analyze possible effects of semen type (conventional vs.
female sexed) and calf sex on fertility and production traits. For this purpose, field data
of German Holstein heifers in Lower Saxony were evaluated.

Sexed semen was mainly used for first insemination. 87.0% female calves were born
from sexed semen, while 52.7% female calves were born from conventional semen.
Heifers inseminated with sexed semen were on average 43 to 48 days younger at their
first calving than heifers inseminated with conventional semen.

Calf sex had an influence on the average calving ease and the dystocia rates. Male
calves showed higher calving ease scores and caused a higher risk for dystocia than fe-
male calves. The semen type had no influence on these characteristics.

Within the same calf sex, sexed semen had only minor effects on most traits, except for
stillbirth rates: the stillbirth rate for male calves from female sexed semen was 30.6%,
which was 2.86 times the stillbirth rate of male calves from conventional semen, possi-
bly due to trisomies.

Sexed semen played only a minor role for production traits in first lactations.

The extrapolated 305-day milk yield was 200 kg lower for first calf heifers, which were
inseminated with sexed semen compared to heifers inseminated with conventional se-

men. Fat and protein yield were 6 kg to 8 kg lower after use of sexed semen. Animals

13
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with female offspring from sexed semen showed higher survival rates than the other

groups.

Keywords: sexed semen, calf sex, heifer, stillbirth

Abbreviations:
conventional semen X male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F)

1. Introduction

Different total lengths of sex chromosomes in mammals lead to different DNA contents
in X- and Y-chromosome bearing spermatozoa (Moruzzi, 1979). Attempts to precisely
measure this difference succeeded in the 1980s (Gledhill, Pinkel, Garner, & Van Della,
1982; Pinkel et al., 1982) and revealed a 4% higher DNA amount of the X-
chromosome, which made it possible to sort X- and Y-sperm using flow cytometry
(Garner et al., 1983).

In early flow cytometric approaches, the cell membranes had to be removed to use the
membrane impermeant fluorescent dye DAPI (4’-6-diamindino-2-phenylindole), thus
killing the sperm (Garner et al., 1983). The transition to the membrane permeant fluo-
rescent dye Hoechst 33342 enabled sorting with intact sperm (Johnson, Flook, & Look,
1987).

The first live offspring were born after use of sex-sorted bull and rabbit semen in 1988
(Morrell, Keeler, Noakes, Mackenzie, & Dresser, 1988).

With the implementation of the high-speed flow cytometry in 1996, the commercialized
use of bovine sexed semen finally became feasible (Seidel et al., 1999).

Subsequent to staining, the sperm are arranged in a droplet stream and pass a laser
beam. Two detectors are used, one to determine if the sperm head is oriented with the
flat surface perpendicular to the laser and the other to measure fluorescence of those
sperm oriented correctly. The relative fluorescence is measured by a photomultiplier
tube and analyzed by a computer. The droplets containing X- and Y-chromosome bear-

ing spermatozoa are electrically oppositely charged and then sorted in an electrostatic

14
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field (Garner & Seidel, 2003). With that procedure, sex can be predetermined with 85%
to 95% accuracy (Johnson, Welch, & Rens, 1999).

Although alternative methods were tested in past years, the flow-cytometric technology
is with some modifications still the method of choice for semen sex sorting. Fluorescent
in situ hybridization techniques (Kawarasaki, Welch, Long, Yoshida, & Johnson, 1998),
gold nanoparticles binding to Y-chromosome-specific sequences (Rath et al., 2013) or
semen separation by swim-up method with validation by real-time PCR (Asma-ul-
Husna et al., 2017) do also provide opportunities for sperm sexing but are not of com-
mercial interest.

Sex preselection of females is the most common treatment to achieve an adequate num-
ber of replacement heifers. Simultaneously, dystocia rates and the number of unwanted
male dairy calves inferior for beef production are decreased (Hohenboken, 1999; Seidel,
2002). On the other hand, the time-consuming and costly sorting process makes semen
more expensive. At the same time, the doses are sold with a reduced concentration,
which may impair fertility and requires stringent insemination management. A sexed
semen dose contains approximately 2 million spermatozoa, which is only a tenth of the
conventional semen (20 million sperm/dose) (Mallory, Lock, Woods, Poock, &
Patterson, 2013; Seidel, 2014).

Furthermore, the sexing process encompasses different manipulations of the sperm
which can cause damage (Garner & Seidel, 2003; Mallory et al., 2013). Moreover, con-
ventional semen can cope better with cryopreservation (Schenk, Suh, Cran, & Seidel,
1999).

Several studies examined different performance characteristics of dairy cattle after in-
semination with sexed semen and found some effects, especially lower conception rates
(DelJarnette et al., 2008; Healy, House, & Thomson, 2013; Norman, Hutchison, &
Miller, 2010; Schenk, Cran, Everett, & Seidel, 2009).

The sperm sorting process seems to reduce the fertilization capability to 60% to 90% as
compared to conventional sperm (Borchersen & Peacock, 2009; Delarnette, Nebel, &
Marshall, 2009; Seidel et al., 1999). Lower conception rates in addition to the higher
costs for sexed semen lead to the fact that sexed semen is primarily used for nulliparous
heifers and first services, for which fertility is expected to be the highest (DeJarnette et
al., 2009, 2008; Seidel, 2007). The reported conception rates widely differed which em-
phasizes the influence of farm-related factors such as estrus detection as well as cow-

related factors such as age, body condition and parity (Seidel & Schenk, 2008).
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The multitude of manipulations of spermatozoa during sex sorting might not only affect
conception rate, but also the stillbirth rate or even calf viability. Several studies have
already investigated this and DeJarnette et al. (2009) and Norman et al. (2010) e.g. re-
ported strikingly higher stillbirth rates for male calves among Holstein heifers insemi-
nated with female sexed semen.

Latest developments to minimize the negative influences of sorting steps resulted in the
new SexedULTRA technology (STgenetics, USA) which is especially based on revised
conditions of the media used during the various stages of the sexing process (Gonzalez-
Marin et al., 2016; Lenz et al., 2016). Additionally, the new Genesis III sorting machine
(STgenetics, USA) enables more rapid, accurate, and less damaging production
(Thomas et al., 2017). Furthermore, a higher dose rate of 4 million sex-sorted sperm per
straw was introduced to the market in 2017 (SexedULTRA-4M, STgenetics, USA) in
order to lessen the gap between conception rates of sexed and conventional semen
(Lenz et al., 2016). First analyses showed greater conception rates compared to the usu-
al sexing routine and non-return rates approaching conventional semen (Lenz et al.,
2016).

The aim of the current study was thus to analyze possible effects of semen type (con-
ventional vs. female sexed) and calf sex on fertility and production traits using field data

of German Holstein heifers in Lower Saxony.

2. Materials and methods

Data of first lactation Holstein Friesian cows from the breeding value estimation of De-
cember 2015 were assessed (data cut-off: July 10, 2015). These data were provided by
the breeding associations Masterrind and Verein Ostfriesischer Stammviehziichter
(VOST) via the data center vit (IT Solutions for Animal Production).

Different criteria had to be fulfilled for data selection:

a) Only herd-years with at least 20 inseminations on heifers with sexed and un-
sexed semen were considered. The performance data of the first lactation were
selected for these heifers.

b) The interval from last insemination to calving was required to be between 265
and 295 days to assign the calves to the last insemination. If other inseminations
were conducted within a range of < 10 days around the last insemination, data

were used only if the bull and the type of semen were the same both times.
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c) Selected herds had to show at least 10 such verified calvings from each, sexed
and unsexed semen.

As the amount of male calves out of female sexed semen is relatively low and the ef-

fects therefore hard to find, the interaction levels semen type x calf sex were created.

These levels were: conventional semen x male calves (C_M), conventional se-
men x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F) (Table 1).

Table 1. Description of the interaction levels semen type x calf sex

(number of samples (n) = 55,554)

Abbreviation Semen type Calf sex n  Proportion
(%)

CM Conventional male 15,585 28.0
CF Conventional female 17,389 31.3
S M Sexed male 2,930 53
S F Sexed female 19,650 35.4

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

Initially, 105,565 heifers were included into the analysis to get an overview of the use of
sexed semen. The ratio between the use of sexed semen and conventional semen for
first and following services of nulliparous heifers was calculated based on these data.
The number of animals was higher for this partial analysis than for the following eval-
uations because exits till calving and the criterium ¢) mentioned above were not consid-
ered.

55,554 calves were examined in total. 22,580 of them were born from sexed semen and
32,974 were born from conventional semen.

Calving ease: Only calvings with observed calving ease, categories 1 to 4 (ADR, 2017),
were considered (n = 52,710).

Dystocia: Calving ease categories 3 and 4 were considered as dystocia, coded as ‘1°,
(n=52,710).

Stillbirth: Stillbirths included all stillborn calves and those which died within 48 hours
after birth (ADR, 2017) (n = 55,554).
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Calving to first service interval: Only heifers with less than 200 days from calving to
first service were evaluated. Moreover, the time range between calving and cut-off date
had to be more than 200 days to give the animals an equal chance for showing calving
to first service interval (n = 37,629).

Non-return rate: For this evaluation, only heifers which had not exited the herd before
day 56 (n =37,173) or day 90 (n = 36,086) after first service were analyzed.

Number of services in first lactation: In addition to the mentioned selection criteria
above, only heifers first inseminated with deep-frozen semen were considered
(n=35,727).

Lactation performance - milk, fat and protein yield: The lactation performance for milk,
fat and protein yield was analyzed for all cows with at least eight test days in first lacta-
tion (n = 32,718).

Survival rates within first lactation: Heifers with calvings at least 100 days before data

cut-off were included in the analysis (n = 51,436).

2.1 Statistical analyses

Statistical analyses were performed with R (version 3.1.2; R Development Core Team,
2014).

Nominal variables are presented descriptively in cross tables.

The description of continuous variables against nominal variables are shown in mean
value tables.

Logit models were used for binary dependent variables according to the general equa-
tion:

*

yij = sexed semen X calf sex;;

*

yijis a latent variable for individual i with interaction effect level j of the effect

sexed sperm X calf sex, linked to observation y;; (0/1) via the logit link function.
Odds ratios show the proportion between the probabilities of different effect levels in
relation to a reference level with a given odds ratio of 1.

Survival rates for the interval first calving to 450 days were estimated using Kaplan-
Meier estimators (Kaplan & Meier, 1958). The risk of an animal to be culled at a given

timepoint R(t) is estimated using the following equation:

18



Einfluss von gesextem Sperma

Nanimals culled at timepoint t
- R(®)= =

Nanimals being at risk for timepoint t,
i.e.having survived t—1

The probability of an animal to survive from t = 0 up to timepoint ¢ is then:

S() = 1_[ 1—R(t)
i=0

S(t) can also be considered as an estimator of the amount of all animals with a first
calving which survived up to timepoint t.

The interval first calving to 450 days was also assumed as survived if the cow had a
second calving.

In the following, the simplified term sexed semen is exploited instead of female sexed

s€men.

3. Results and discussion

The proportion of sexed semen was decreasing with the number of services. While
59.7% of nulliparous heifers were inseminated with sexed semen for first service, this
proportion dropped to 6.6% for fourth service. Sexed semen is mainly used for first (and
second) insemination of heifers. If the first and second insemination are not successful,
the following inseminations will most likely be performed with conventional semen due
to lower costs and higher conception rates (Schenk et al., 2009). Here, the percentage of
first services with sexed semen is very high compared to older studies (DeJarnette et al.,
2009; Norman et al., 2010). Although the studies were performed with data of another
population, decreasing costs for sexed semen during the last years certainly contribute
to this observation (McCullock et al., 2013).

87.0% female calves were born from sexed semen. In comparison to that, the percentage
of female calves from unsexed semen was 52.7%. This distribution of calf sex after use
of sorted semen correspond with literature: Tubman et al. (2004) and Healy et al. (2013)
found rates of 87.8% and 86.0%, respectively. DeJarnette et al. (2009) and Norman et
al. (2010) reported rates closer to the aimed 90.0%. These deviations might occur be-
cause of different accuracies of sorting or because of an incomplete or erroneous data

recording (Healy et al., 2013; Seidel, 2003).
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The sex ratio for conventional semen differed from expectations. Most studies achieved
approximately 50.0% to 52.0% male offspring (DeJarnette et al., 2009; Tubman et al.,
2004). In the present study, the ratio behaved in reverse proportion. 52.7% female
calves were born after use of conventional semen. Norman et al. (2010) reported 51.5%
female calves as well.

These various rates may be due to a data reporting bias. Female calves are of a higher

value for the farmer and are therefore much more likely to be reported correctly.

The statistical models were kept simple, because many factors which affect the response
variables might also be correlated to the effect of sexed semen X calf sex. For exam-
ple, the different traits are heritable, but including a bull effect might lead to collinearity

between the bull effect and the effect of sexed semen X calf sex.
3.1 Age at first calving
Heifers inseminated with sexed semen were on average 43 to 48 days younger at their

first calving than heifers inseminated with conventional semen (P < 0.001) (Table 2).

Table 2. Age at first calving (days) for the interaction levels

n M SD SE MED
CM 15,585 845.8% 103.1 0.8 824
CF 17,389 840.1° 99.7 0.8 820
S M 2,930 798.2°¢ 78.6 1.5 781
S F 19,650 797.0¢ 77.5 0.6 780

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen X female calves (S_F); Mean (M), standard devia-
tion (SD), standard error (SE), median (MED).

a°Means with different superscripts differ (P < 0.001).

The decreased age at first calving of heifers inseminated with sexed semen is in contrast
to the results of other studies. Chebel et al. (2010) reported a longer interval from first
insemination to calving after use of sexed semen but no differences in age at calving
compared to heifers inseminated with conventional semen. Joezy-Shekalgorabi et al.
(2014) even observed an increased age at first calving after an insemination with sexed

semen while comparing different breeding strategies. The authors acknowledged a great

20



Einfluss von gesextem Sperma

influence of management strategies such as estrus detection rate or the percentage of
sexed semen utilized in the herd.

The results of the current study coincide with the fact that sex-sorted semen is mainly
used for first and second services (Schenk et al., 2009). Therefore, these heifers showed
a lower age at first calving. The average age at first calving in the current data set (26 to
28 months) is relatively high compared to literature (Chebel et al., 2010; Ettema &
Santos, 2004).

3.2 Calving ease and dystocia
The average calving ease showed differences between calf sexes (P <0.001), but there

was no significant differentiation of semen type used within calf sex (Table 3).

Table 3. Calving ease for the interaction levels

n M SD SE
CM 14,680 1.412 0.61 0.005
CF 16,535 1.26° 0.50 0.004
S M 2,671 1.422 0.61 0.012
S F 18,824 1.25° 0.48 0.004

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

P\Means with different superscripts differ (P < 0.001).
The same observation applies to dystocia rates (Table 4 and 5). Male calves caused a

higher risk for dystocia than female calves (P < 0.001). The semen type again had no

influence on this characteristic.
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Table 4. Incidence of dystocia for the interaction levels

Dystocia
0! 1! Rate
CM 13,786 894 0.0612
CF 16,125 410 0.025°
S M 2,521 150 0.056*
S F 18,419 405 0.022%¢

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen X female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).
10: calving ease score 1 and 2 (no dystocia); 1: calving ease score 3 and 4 (dystocia).

a-CRates with different superscripts differ (P < 0.001).

Table 5. Logit model of the dystocia rates

Odds Ratio Lower bound Upper bound

95% CI 95% CI
CM 1.00 0.93 1.07
CF 0.39 0.35 0.44
S M 0.92 0.77 1.09
S F 0.34 0.30 0.38

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),
sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

Confidence interval (CI).

Due to the larger size of bull calves at birth, they showed higher calving ease scores
compared with female calves and had a larger incidence of difficult births (Gregory,
Cundiff, & Koch, 1991). The detected scores are in agreement with other studies for
both traits. Tubman et al. (2004) reported least squares means of 1.15 for female calves
and 1.30 for males regarding the calving ease.

Norman et al. (2010) showed dystocia rates of 8.0% to 9.0% for males in comparison to

4.0% for female calves.

3.3 Stillbirth rate
The stillbirth rates for female calves were 5.0%, independent of the semen preparation.

13.4% male calves out of conventional semen were born dead or died within 48 hours
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after birth. However, the stillbirth rate for male calves from sexed semen was 30.6%,

which is higher than for the other interaction levels (P < 0.001) (Table 6).

Table 6. Incidence of stillbirths for the interaction levels

Stillbirth
0! 1! Rate
CcCM 13,502 2,083 0.134b
CF 16,521 868 0.050¢
S M 2,033 897 0.306%
S F 18,675 975 0.050¢

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).
10: born alive; 1: born dead or died within the first 48 h.

a-CRates with different superscripts differ (P < 0.001).
The respective logit model (Table 7) showed an odds ratio of 2.86 for the probability of
a stillbirth of male calves from sexed semen in comparison to male calves from conven-

tional semen.

Table 7. Logit model of the stillbirth rates

Odds ratio Lower bound Upper bound

95% CI 95% CI
CM 1.00 0.96 1.05
CF 0.34 0.31 0.37
S M 2.86 2.61 3.13
S F 0.34 0.31 0.37

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen X female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

The incidence of female stillborn calves was relatively low for both semen types, name-
ly only half the average described in other studies (Borchersen & Peacock, 2009;
Delarnette et al., 2009; Norman et al., 2010). DeJarnette et al. (2009) found an influence

of herd, season of calving and sire within semen type on female stillbirth rate.
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For male calves from conventional semen, the rate was comparable to literature
(DelJarnette et al., 2009; Norman et al., 2010). However, the frequency of stillborn male
calves from sexed semen was strikingly high. DeJarnette et al. (2009) and Norman et al.
(2010) had already shown an obvious tendency for greater stillbirth rates of male calves
born from sexed semen. They found rates of 15.6% (Norman et al., 2010) and 20.0%
(DelJarnette et al., 2009) stillborn male calves, respectively. The current study presents
an even higher incidence. The cause for this phenomenon was not identified so far. In
2009, DelJarnette et al. speculated about an aneuploidy among Y-bearing chromosomes.
Non-disjunctions lead to a triple set of chromosomes. Because of these numerical chro-
mosome aberrations, Y-bearing aneuploidic sperm will show a higher DNA content and
therefore may be wrongly assigned during the sorting process. The XY Y-trisomy and
the Klinefelter’s syndrome (XXY-trisomy) are the most known human gonosomal tri-
somies, but human individuals with these diseases are usually viable (Jacobs & Strong,
1959; Ross et al., 2012), whereas individuals with autosomal trisomies are not. These
autosomal chromosomal disorders increase the risk of human neonatal mortality (Al-
berman & Creasy, 1977; Cereda & Carey, 2012). Consequently, autosomal trisomies are
likely the cause of greater stillbirth rates of male calves born from sexed semen.

For cattle, there are not enough data available to prove this hypothesis.

Furthermore, the number of male calves from sexed semen is relatively low in general.
With more than 2,900 male calves born out of sexed semen, the current study achieved
an adequate size of data set to demonstrate that this is a true effect.

Norman et al. (2010) did not only evaluate stillbirth rates among calves born from Hol-
stein heifers, but also stillbirth incidences of calves born from cows. This analysis led to
an opposite result. The male calves born from sexed semen were less frequently still-
born (2.6%) than the male calves from conventional semen (3.6%). The field study of
Borchersen and Peacock (2009) showed a significantly increased incidence of stillbirths
for male calves born from conventional semen (20.0%) in comparison to male calves
from sexed semen (14.0%). Tubman et al. (2004) reported nonsignificant differences of
male and female stillbirth rates.

Thus, differences in management and data recording should be considered to evaluate
these partly divergent results. The monetary value of male dairy calves may also play a

role for the reporting of stillbirths.
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In future studies, attention should be paid to autopsies and cytogenetic investigations of
stillborn male calves to examine the biological source of this phenomenon. Further-

more, a pedigree analysis of the sires used may be of interest.
3.4 Interval from calving to first service
The length of the interval from calving to first service differed slightly between the sex-

es of the calves: the interval was longer after birth of male calves (Table 8).

Table 8. Interval from calving to first service (days) for the interaction levels

n M SD SE MED
CM 10,607 82.9? 32.7 0.3 76
CF 11,828 81.0° 31.3 0.3 74
S M 1,907 82.1%® 31.1 0.7 76
S F 13,287 80.6° 31.2 0.3 74

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),
sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

&P\Means with different superscripts differ (P < 0.001).

A correlation between higher dystocia and stillbirth rates of male calves and lower re-
productivity of the dam in first lactation might be possible. Again, there was no differ-

ence between semen types.

3.5 Non-return rate

The results for this characteristic were not distinct enough and applied for 56- and 90-
day non-return rates. Heifers with calvings from sexed semen showed slightly increased
non-return rates in first lactation, but differences did exist for the interaction levels ¢ m
and s f only (P <0.001). Differences between calf sexes were found, if conventional

semen was used (P <0.01) (Table 9).
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Table 9. Incidence of non-return for the interaction levels within first lactation

Non-return 56 days Non-return 90 days

0! 1! Rate 0! 1! Rate
CM 4,232 6,297 0.598 4,882 5,326 0.522°
CF 4,422 7,263 0.622%¢ 5,167 6,170 0.544
S M 706 1,184 0.626%° 836 989 0.542@
S F 4,812 8,157 0.624* 5,715 7,001 0.5512

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen X female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

10: Return; 1: Non-return.

a-CRates with different superscripts differ (P <0.01).

3.6 Number of services in first lactation

Same as for calving to first service interval applies for the number of services in first
lactation. The higher averaged numbers of insemination after birth of male calves could
be caused by problems during parturition. However, the differences between the num-

bers of services are negligible (Table 10).

Table 10. Number of services for the interaction levels in first lactation

n M SD SE
CM 10,094 2.04# 1.45 0.01
CF 11,217 1.95° 1.38 0.01
S M 1,797 1.98% 1.47 0.04
S F 12,619 1.91¢ 1.32 0.01

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

a°Means with different superscripts differ (P < 0.05).

3.7 Lactation performance, milk, fat and protein yield

There were no differences between calf sex within semen type. However, the lactation
performance between semen types differed. The extrapolated 305-day milk yield was
200 kg lower for first calf heifers which were inseminated with sexed semen compared

to heifers inseminated with conventional semen (Table 11).
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Table 11. Milk yield (kg) for the interaction levels in first lactation

n M SD SE MED
CM 9,184 8,658 1,408 15 8,618
CF 10,286 8,656 1,382 14 8,625
S M 1,685 8,456° 1,421 35 8,418
S F 11,563 8,487° 1,362 13 8,434

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen X female calves (C_F),
sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

#PMeans with different superscripts differ (P < 0.001).

Fat and protein yield were 6 kg to 8 kg lower after use of sexed semen (Table 12 and

13).
Table 12. Fat yield (kg) for the interaction levels in first lactation

n M SD SE MED
CM 9,184 338.22 50.5 0.5 337.3
CF 10,286 339.1° 50.6 0.5 338.1
S M 1,685 331.1° 51.9 1.2 329.5
S F 11,563 331.6° 49.2 0.5 330.9

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),
sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

P\Means with different superscripts differ (P < 0.001).

Table 13. Protein yield (kg) for the interaction levels in first lactation

n M SD SE MED
CM 9,184 289.6° 45.0 0.5 289.4
CF 10,286 289.92 44.2 0.4 289.4
S M 1,685 282.5° 45.6 1.1 280.3
S F 11,563 283.7° 43.4 0.4 283.3

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

#PMeans with different superscripts differ (P < 0.001).

As mentioned above, the age at first calving was lower after insemination with sexed

semen, which may affect lactation performance. It should be mentioned that the records
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were not adjusted for age. Environmental and management influences should also be

considered as possible effects on milk, fat and protein yield.

3.8 Survival rates within first lactation

The animals with female offspring from sexed semen showed higher survival rates than
the other groups (P <0.001). 88.0% of these heifers were still in production 400 days
after calving (in comparison to c_m: 85.4%; ¢ _f: 86.5%; s m: 86.0%) (Figure 1).
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Figure 1. Kaplan-Meier estimators of survival rates within first lactation.

conventional semen % male calves (C_M), conventional semen x female calves (C_F),

sexed semen X male calves (S_M), sexed semen x female calves (S_F).

The higher survival rates of heifers with female calves from sexed semen can probably
be attributed to better health characteristics and breeding values of these animals where-

fore they had already been selected for sexed semen insemination.
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4. Conclusions

Sexed semen within the same calf sex had only minor effects on most traits, except for
stillbirth rates: the stillbirth rate for male calves from sexed semen was 2.86 times the
stillbirth rate of male calves from conventional semen. Further research is required to
disclose the reasons for this finding. As mentioned above, autopsies and cytogenetic
investigations should follow.

For all other traits analyzed, we showed that the type of semen plays a minor role for
performances in first lactation. In future studies, possible interactions with the calving

season or the sires used should be taken into account.
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2.3 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurde der Einsatz von gesextem Sperma unter Beriicksichti-
gung des Kalbgeschlechts bei Holstein-Féarsen in Niedersachsen untersucht.

Gesextes Sperma wird auf den Betrieben iiberwiegend fiir die erste und zweite Besa-
mung eingesetzt, das spiegelten auch unsere Ergebnisse wider. Waren diese ersten Be-
samungen nicht erfolgreich, wurden die Folgebesamungen aufgrund geringerer Kosten
und hoherer Konzeptionsraten mit konventionellem Sperma durchgefiihrt (Schenk ez al.
2009). Der Anteil weiblicher Kélber aus gesextem Sperma lag mit 87,0 % im erwarten-
den Rahmen. Mit 52,7 % wurden mehr weibliche als méannliche Kélber aus konventio-
nellem Sperma geboren. Andere Studien berichteten von einem umgekehrten Verhaltnis
mit einem hoheren Anteil der Geburten ménnlicher Kilber (Tubman et al. 2004;
Delarnette et al. 2009; Norman et al. 2010). Hier konnte in unserer Studie eine leichte
Datenverzerrung vorliegen. Weibliche Kélber sind von hoherem Wert fiir den Landwirt

und werden deshalb bei der korrekten Meldung der Kalbedaten stirker berticksichtigt.

Das Kalbgeschlecht wirkte sich in unserer Untersuchung auf einige funktionale Merk-
male aus. So zeigten sich bei der Geburt ménnlicher Kilber, wie auch schon in anderen
Studien berichtet (Tubman et al. 2004; Norman et al. 2010), schwierigere Kalbeverldufe
und damit verbunden auch héhere Schwergeburtenraten. Mannliche Kélber sind bei der
Geburt oft grofer als weibliche Kilber, dies kann sich negativ auf den Geburtsverlauf
auswirken (Gregory et al. 1991). Es zeigte sich nach Geburten ménnlicher Kilber ein
langeres Intervall von der Kalbung bis zur ersten Besamung, was wiederum in Verbin-
dung zu den schwierigeren Geburten steht.

Die Art des eingesetzten Spermas wirkte sich ebenfalls auf einige Merkmale aus. Fér-
sen, die mit gesextem Sperma besamt wurden, zeigten ein um 43 bis 48 Tage geringeres
Erstkalbealter als Farsen, die mit konventionellem Sperma besamt wurden. Dieses Er-
gebnis passt zu dem Fakt, das gesextes Sperma hauptséchlich fiir die ersten Besamun-
gen eingesetzt wird und die Féarsen dann bei erfolgreicher Aufnahme aus der ersten oder
zweiten Besamung zum Zeitpunkt der Kalbung jiinger sind, als Féarsen, die aus der drit-
ten oder vierten Besamung kalben.

Das geringere Erstkalbealter kann ebenfalls einen Effekt auf die Leistungen in der ers-
ten Laktation haben. Die Firsen mit Kalbungen aus gesextem Sperma zeigten etwas

geringere Leistungen. Die hochgerechnete 305-Tage-Leistung ergab eine um 200 kg
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geringere Milchleistung der Farsen, die aus gesextem Sperma gekalbt haben im Ver-
gleich zu den Farsen mit Kalbungen aus konventionellem Sperma. Die Fett- und Pro-
teinleistungen fielen 6 bzw. 8 kg geringer aus. Es ist hier aber zu beachten, dass die
durchgefiihrten Untersuchungen nicht altersbereinigt sind. AuBerdem miissen auch
Umwelt- und Managementeffekte bei der Beurteilung der Laktationsleistung bertick-

sichtigt werden.

Ein besonderes Augenmerk muss in der vorliegenden Studie allerdings auf die Ergeb-
nisse der Totgeburtenraten gelegt werden. Als Totgeburt wurden, nach der Empfehlung
der Arbeitsgemeinschaft Deutscher Rinderziichter (ADR), alle tot geborenen und inner-
halb von 48 Stunden nach der Geburt verendeten Kilber erfasst (ADR 2017). Bei den
weiblichen Kélbern lagen die Totgeburtenraten fiir beide Spermaarten bei 5 % und fie-
len damit im Vergleich zu anderen Studien relativ gering aus (Borchersen & Peacock
2009; Delarnette et al. 2009; Norman et al. 2010). Die Raten der ménnlichen Kélber
lagen insgesamt hoher. Miannliche Kélber aus konventionellem Sperma zeigten eine
Rate von 13,4 %, wohingegen auffallend viele, ndmlich 30,6 %, der mannlichen Kélber
aus Sperma, das fiir X-chromosomale Spermien sortiert wurde, tot geboren wurden. Aus
dem dazugehdrigen Logit-Modell ergab sich eine 2,86-fach erhohte geschitzte Wahr-
scheinlichkeit fiir eine Totgeburt von méannlichen Kélbern aus gesextem Sperma gegen-
iiber mannlichen Kélbern aus konventionellem Sperma. Die Totgeburtenrate der ménn-
lichen Kélber aus konventionellem Sperma ist vergleichbar mit den Angaben in der Li-
teratur (Delarnette et al. 2009; Norman et al. 2010). Dahingegen ist der Anteil der tot-
geborenen Bullenkélber aus X-chromosomal gesextem Sperma sehr viel hdher, als bis-
her in der Literatur beschrieben. DeJarnette et al. (2009) und Norman et al. (2010) ha-
ben in ihren Feldversuchen mit Farsen Raten von 20,0 % bzw. 15,6 % ermittelt und da-
mit aber ebenfalls schon die gleiche Tendenz fiir gesteigerte Totgeburtenraten mannli-
cher Kélber aus X-chromosomal gesextem Sperma aufgezeigt. Schon Delarnette et al.
(2009) vermuteten aneuploide Y-Chromosom-tragende Spermien als Ursache.

Eine Aneuploidie ist eine Genommutation, bei der einzelne Chromosomen zuséitzlich
zum tiiblichen Chromosomensatz vorhanden sind oder fehlen (Hassold 1986; Hassold &
Hunt 2001). Sie tritt auf, wenn sich wéihrend der Meiose die homologen Chromosomen
nicht voneinander trennen. Diese sogenannten Non-Disjunctions konnen sowohl wih-
rend der ersten als auch wihrend der zweiten meiotischen Teilung auftreten. So kann

dann eine Keimzelle zu viele oder zu wenige Chromosomen enthalten und es kommt bei
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der Befruchtung zu einer numerischen Chromosomenaberration, entweder in Form einer
Trisomie oder einer Monosomie. Im vorliegenden Fall kénnte es wéhrend der Durch-
flusszytometrie zu einer fehlerhaften Selektion durch einen fdlschlich héheren DNA-
Gehalt der Y-Chromosom-tragenden Spermien kommen. Die Monosomie kann somit
als Ursache ausgeschlossen werden, zumal Monosomien auch meist im Embryonal-
oder Fetalstadium letal sind (Hassold 1986).

Es bleiben also Trisomien als mogliche Ursache. Zu den gonosomalen Trisomien geho-
ren z.B. die XYY-Trisomie oder das Klinefelter-Syndrom (XXY). Individuen mit so
einer Erbkrankheit sind aber in der Regel lebensfdhig (Jacobs & Strong 1959; Ross et
al. 2012). Bei autosomalen Trisomien ist hingegen die neonatale Sterblichkeit deutlich
erhoht (Alberman & Creasy 1977; Cereda & Carey 2012). Folglich kénnen autosomale
Trisomien als Ursache fiir die erhohten Totgeburtenraten der mannlichen Kilber aus
gesextem Sperma in Frage kommen. Trisomien sind bisher aber iiberwiegend im Hum-
anbereich untersucht, fiir Rinder liegen hier nicht geniigend Daten vor, um diese Hypo-
these tatséchlich bestitigen zu konnen. Weitere Studien sollten sich folglich auf Sektio-
nen der ménnlichen Kilber und zytogenetische Untersuchungen konzentrieren, um so
genetische Defekte oder sonstige Auffilligkeiten festzustellen. Unsere Studie hat die
Felddaten von insgesamt 55 554 Firsen analysiert, dabei sind 2930 méinnliche Kélber
aus gesextem Sperma in die Untersuchung eingegangen, womit der Datensatz fiir die
Ermittlung von Effekten eine addquate GréBenordnung besitzt. Trotzdem ist zu bertick-
sichtigen, dass der Anteil der ménnlichen Kilber aus X-chromosomal gesextem Sperma
insgesamt natiirlich sehr gering ist, und somit die Gewahrleistung fiir eine ausreichende
Probenanzahl in Folgestudien erschwert.

Um chromosomale Auffilligkeiten festzustellen, konnte beispielsweise auch die In-
vitro-Produktion von Rinderembryonen Anwendung finden. Rinderoozyten konnten mit
gesextem Sperma befruchtet werden, um nach der Kultivierung der Embryonen mittels
Karyogrammen Aussagen iiber die Chromosomenausstattung zu treffen. Hier muss aber
zunéchst ebenfalls eine Vielzahl an Embryonen generiert werden, um méannliche Emb-

ryonen aus weiblich gesextem Sperma zu erhalten und Effekte detektieren zu konnen.

Norman et al. (2010) haben nicht nur die Felddaten von Holstein-Féirsen, sondern auch
funktionale Merkmale von Kiihen untersucht. Diese zeigten ein umgekehrtes Ergebnis
fiir die Totgeburtenraten von Bullenkdlbern. Die Raten der ménnlichen Kélber aus ge-

sextem Sperma fielen im Vergleich zum konventionellem Sperma geringer aus (Norman
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et al. 2010), was auch mit den Ergebnissen von Borchersen & Peacock (2009) iiberein-
stimmt. Tubman et al. (2004) konnten in ihrer Untersuchung keine Unterschiede zwi-
schen weiblichen und ménnlichen Totgeburtenraten feststellen. Deshalb sollten bei der
Beurteilung der Daten ebenso Managementeffekte und mdogliche Aufzeichnungsfehler
beriicksichtigt werden. Weibliche Kélber besitzen einen sehr viel hoheren monetiren
Wert fiir den Landwirt und haben so eine hohere Prioritit bei der Erstversorgung nach
der Geburt. Auch eine verfdlschte Meldung der Kalbedaten kann nicht ausgeschlossen
werden.

Die eingesetzten Bullen wurden in unserer Analyse nicht berticksichtigt, in zukiinftigen
Studien sollte der Bulleneffekt aber mit in die Auswertung eingehen, dann wére auller-
dem eine Pedigreeanalyse von Interesse. Seit 2011 wird zudem auch gesextes Sperma
von genomisch selektierten Jungbullen in den Zuchtgebieten der Masterrind und des
VOST eingesetzt. Ob sich deren schlechtere Fruchtbarkeitsleistungen moglicherweise
ebenfalls auf die in unserer Studie untersuchten Merkmale ausgewirkt haben kénnten,

muss gesondert iiberpriift werden.

Der Datensatz stammt aus der Zuchtwertschdtzung von 2015. Um Modifikationen der
letzten Jahre, wie z.B. verbesserte Medienbedingungen durch die SexedULTRA™-
Technologie, mit einzubeziehen, miissen aktuelle Daten der Zuchtwertschédtzung analy-
siert werden. Falls die gesteigerten Totgeburtenraten, wie von uns vermutet, auf Fehler
im Sortierprozess zuriickzufithren sind, sind hier allerdings, zumindest fiir dieses

Merkmal, keine Anderungen zu erwarten.

Die vorliegende Studie zeigte Effekte des Kalbgeschlechts auf den Kalbeverlauf und die
Schwergeburtenrate. Die Art des eingesetzten Spermas war flir die meisten funktionalen
Merkmale und Produktionsmerkmale von untergeordneter Bedeutung. Allerdings waren
die Totgeburtenraten der mannlichen Kilber aus gesextem Sperma deutlich erhoht.
Auch wenn der Anteil dieser totgeborenen méannlichen Kélber bezogen auf die insge-
samt geborenen Kilber aus gesextem Sperma sehr gering und damit 6konomisch nicht
unbedingt von Bedeutung ist, berichteten auch schon andere Studien von den erh6hten

Raten und es bedarf deshalb weiterer Forschung.
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3  Einfluss eines olfreien Kultursystems auf in vitro produzierte bo-

vine OQozyten und Embryonen

3.1 Einleitung

Erste Erkenntnisse zur IVP von Embryonen wurden bereits zum Ende des 19. Jahrhun-
derts bzw. zu Beginn des 20. Jahrhunderts gewonnen, als Untersuchungen zur Teilung
von Zygoten und zu Unterschieden zwischen der /n-vivo- und In-vitro-Befruchtung bei
Saugetieren durchgefiihrt wurden (Schenk 1878; Pincus 1930; Pincus & Enzmann 1932,
1935; Pincus & Shapiro 1940). Diese bildeten die Grundlage fiir weitere Entwicklungs-
schritte, so dass im Jahr 1959 erstmalig lebende Nachkommen nach extrakorporaler
Befruchtung erzeugt wurden (Chang 1959). Chang (1959) entnahm dafiir ovulierte
Oozyten und bereits kapazitierte Spermien aus Kaninchen und tibertrug nach In-vitro-
Fertilisation (IVF) die Embryonen in Empfangertiere. Die Spermienkapazitation wurde
zu diesem Zeitpunkt schon als wichtige Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Befruch-
tung beschrieben (Austin 1951; Chang 1951), konnte in vitro aber noch nicht durchge-
fiihrt werden. Dies gelang 1975 mit der Geburt von Kaninchen nach Fertilisation mit in
vitro kapazitierten Spermien (Brackett & Oliphant 1975). Die IVF von in vitro maturier-
ten Rinderoozyten gelang zum ersten Mal 1977 (Iritani & Niwa 1977). Das erste Kind
wurde 1978 nach erfolgreicher IVF geboren (Steptoe & Edwards 1978), das erste IVF-
Kalb folgte im Jahr 1981 (Brackett et al. 1982).

Die IVP von Rinderembryonen wird heute sowohl in der Zucht, als auch in der For-
schung angewendet. Die IVP ermdglicht beispielsweise in Kombination mit dem Ovum
Pick-Up (OPU) eine erhohte Effizienz bei der Erzeugung wertvoller Nachkommen, da
von diesen eine groflere Anzahl generiert werden kann. Auch das genetische Potenzial
von prapuberalen Rindern kann durch die IVP genutzt und damit das Generationsinter-
vall verkiirzt und der Zuchtfortschritt erhoht werden (Hasler 1998; Faber et al. 2003;
Geldermann 2005).

Fiir die Forschung ist die Gewinnung boviner Oozyten aus Schlachttierovarien und die
sich anschlieBende IVP von Embryonen interessant, da somit gilinstiges Probenmaterial
fiir vielfdltige Fragestellungen bereitsteht (Thibier 2005). Dariiber hinaus gilt der bovine
Embryo auch als Modellorganismus fiir die Anwendung assistierter Reproduktionsbio-

technologien beim Menschen (Anderiesz et al. 2000; Wrenzycki et al. 2005).
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Allerdings ist es, trotz zahlreicher Modifikationen, noch nicht gelungen, die IVP-
Bedingungen weiter an die Voraussetzungen in vivo anzupassen, so dass die Entwick-
lungsraten der in vitro produzierten Embryonen weit hinter den in vivo generierten Ra-

ten zuriickbleiben (Wrenzycki & Stinshoff 2013).

Die heutige IVP lidsst sich in die drei methodischen Schritte /n-vitro-Maturation (IVM),
IVF und die In-vitro-Kultur (IVC) der Embryonen unterteilen (Bavister 1995). Die Teil-
schritte sind in Abbildung 1 schematisch dargestellt.

Gewinnung Ovarien

\ Slicen

Kumulus-Oozyten-Komplexe

|

In-vitro-Maturation
(IVM)

» In-vitro-Fertilisation =) In-vitro-Kultur
Spermienkapazitation (IVF) avo)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der [IVP boviner Embryonen aus Schlachthof-
ovarien.

Die Kumulus-Oozyten-Komplexe (KOK) werden entweder iiber das OPU-Verfahren
oder aus Schlachthofovarien mittels Aspiration oder durch die sogenannte Slicing-
Methode (Eckert & Niemann 1995) gewonnen. Der KOK setzt sich aus der Oozyte und
den sie umgebenen Kumuluszellen zusammen. Kumuluszellen und Oozyte stehen in
engem metabolischen Kontakt zueinander. Der Stoffaustausch, welcher fiir die Entwick-
lung der Eizelle essentiell ist (Anderson & Albertini 1976; Gilula et al. 1978; Simon et
al. 1997), erfolgt liber gap junctions und parakrine Wirkmechanismen (Anderson &
Albertini 1976; Gilula et al. 1978).

Fiir den Einsatz in der IVP werden die KOK morphologisch beurteilt und qualitativ se-
lektiert (Pavlok et al. 1992).

In der IVM werden die KOK in ein Maturationsmedium iiberfiihrt und reifen in der Re-
gel fiir 24 Stunden im Inkubator (Abele et al. 2012). Uber die Maturation erfolgt die
Entwicklung der befruchtungsfihigen Oozyte, die IVM ist somit die Grundvorausset-

39



Einfluss eines 6lfreien Kultursystems

zung fiir eine erfolgreiche IVP und wird im Folgenden genauer beschrieben, da auch in
unseren Untersuchungen ein besonderes Augenmerk auf die durch die Maturation er-
worbene Entwicklungskompetenz der Oozyte gelegt wurde.

Die aus Antralfollikeln gewonnenen primdren Oozyten sind in der 1. Reifeteilung arre-
tiert. Wihrend der Maturation erfolgt die Wiederaufnahme der 1. Reifeteilung durch
den praovulatorischen LH-Anstieg (Edwards 1965; Sutton et al. 2003).

In vivo stellt der Hypothalamus den Ausgangspunkt fiir die Ausschiittung des Gona-
dotropin Releasing Hormons (GnRH) withrend der Follikelphase dar. Uber die Adeno-
hypophyse induziert GnRH die Sekretion des luteinisierenden Hormons (LH) und des
follikelstimulierenden Hormons (FSH) (Clark et al. 1992; Kleine & Rossmanith 2010).
LH kann zwar sowohl von Theka- als auch von Granulosazellen gebunden werden, syn-
thetisiert aber hauptsédchlich {iber die Aktivierung von Enzymen Androgene in den The-
kazellen, die dann in die Granulosazellen diffundieren und dort weiter zu Ostrogenen
synthetisiert werden. FSH wirkt hingegen direkt auf die Granulosazellen, welche die
Ostrogenproduktion vorantreiben (Moon et al. 1978). Wihrend der Follikelphase wer-
den durch den Anstieg der Ostrogenproduktion und unter Einfluss von FSH vermehrt
LH-Rezeptoren auf den Granulosazellen gebildet (Erickson et al. 1979). Die erhohte
Ostrogenproduktion in der spiten Follikelphase fiihrt zu einer positiven Riickkopplung
auf die Adenohypophyse und damit verbunden =zu einer verstirkten GnRH-
Ausschiittung aus der schlieBlich der prdovulatorische LH-Peak resultiert (Moenter et
al. 1990). Bis zur Ovulation findet in der Follikelfliissigkeit ein Wechsel von der Ostro-
gen- zur Progesterondominanz statt (Dieleman et al. 1983).

Unter Abschniirung des 1. Polkorperchens entsteht die sekundidre Oozyte. Wahrend der
Ovulation tritt die Oozyte in die 2. Reifeteilung ein und wird im Stadium der Metaphase
IT erneut arretiert (Schnorr & Kressin 2001; Sutton ef al. 2003).

In der Reifeperiode der Oozyte findet sowohl die nukledre Reifung mit der Reduktion
des diploiden Chromosomensatzes als auch die damit verbundene zytoplasmatische
Reifung mit molekularen und strukturellen Verdnderungen der Oozyte statt (Gosden &
Lee 2010). Die Fahigkeit zur Maturation korreliert mit der GroB3e der Antralfollikel bzw.
der GroBe der Oozyte (Wickramasinghe & Albertini 1993).

Parallel zur Oozytenreifung findet die Kumlusexpansion statt. Die Kumuluszellen bil-
den eine viskoelastische Matrix, die hauptsidchlich aus Hyaluron besteht (Salustri et al.
1989), was zu einer abnehmenden Kommunikation zwischen Kumulus und Oozyte fiihrt

(Larsen et al. 1986).
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In vitro ist es bisher nicht gelungen, mit der Zusammensetzung des Maturationsmedi-
ums die /n-vivo-Bedingungen der Follikelfliissigkeit vollstindig nachzustellen. Dies
wird noch dadurch erschwert, dass die physiologischen Prozesse in vivo und in vitro
wahrscheinlich nicht identisch ablaufen (Blaschka ef al. 2019).

TCM-199 wird meist als Grundlage fiir das Medium verwendet, dem aullerdem Gona-
dotropine und beispielsweise bovines Serumalbumin zugesetzt werden (McGaughey
1977; Meinecke & Meinecke-Tillmann 1979; Nagai et al. 1988; Yoshida et al. 1989;
Wang et al. 1992).

Die 19-stiindige IVF schlieBt sich an (Stinshoff ez al. 2011). Wie oben bereits erwihnt,
sind die Kapazitation, aber auch die Akrosomenreaktion, die physiologischen Voraus-
setzungen fiir eine erfolgreiche Befruchtung (Chang 1951, 1984; Brackett & Zuelke
1993). Die Kapazitation wird im weiblichen Genitaltrakt durch Glukosaminoglykane,
wie zum Beispiel Heparin, induziert (Parrish et al. 1988). In vitro wird dem Kulturme-
dium fiir die Koinkubation von Spermien und Oozyten aus diesem Grund Heparin zuge-
setzt (Parrish ef al. 1988). Durch die Dichtegradientenzentrifugation werden aullerdem
nicht motile Spermien von den motilen Spermien getrennt (Parrish et al. 1995). Die
zweite Reifeteilung der Oozyte wird durch den Befruchtungsvorgang abgeschlossen
(Schnorr & Kressin 2001).

Nach der IVF werden die Zygoten fiir 8 Tage in ein Kulturmedium iiberfiihrt. Als IVC-
Medium hat sich inzwischen das synthetic oviduct fluid (SOF) bewihrt (Tervit et al.
1972; Suthar & Shah 2009). Die Embryonen reifen in vitro bis zum Blastozystenstadi-
um (Corréa et al. 2008; Stinshoff et al. 2011).

Die IVP kann sowohl mit als auch ohne Oliiberschichtung des jeweiligen Mediums
stattfinden. Dabei sind Systeme mit Oliiberschichtung in der IVP boviner, aber auch
porziner und muriner Oozyten am weitesten verbreitet. Hier werden iiberwiegend mit Ol
iiberschichtete Medientropfen eingesetzt (Gwatkin 1963; Van Soom et al 2001;
Martinez et al. 2018). Es kdénnen verschiedene Arten von Olen, wie Mineral-, Paraffin-
oder Silikond] genutzt werden (Miller & Pursel 1987; Martinez et al. 2017). Die Uber-
schichtung bietet verschiedene Vorteile, so z.B. den Schutz vor Evaporation von Wasser
aus dem Medium in die Umgebung (Gasperin et al. 2010). Bei Verdunstung von Wasser
aus dem Medium, kann die Osmolalitit des Kulturmediums signifikant ansteigen

(Gasperin et al. 2010) und so zu osmotischem Stress der Oozyte bzw. des Embryos fiih-
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ren, der sich wiederum auf die mRNA-Translation und die DNA-Replikation auswirken
kann (Burg et al. 2007).

Die Oliiberschichtung fiihrt nicht nur zur Stabilisierung der Osmolalitit, sondern auch
zur Aufrechterhaltung eines konstanten pH-Wertes sowie zu bestindigen Temperatur-
und Gasbedingungen (Miller & Pursel 1987).

Die Uberschichtung mit Ol kann sich jedoch auch negativ auf die Oozytenentwicklung
auswirken. Die Ole konnen fiir die IVP toxische Substanzen enthalten, die dann in das
Medium gelangen (Miller & Pursel 1987; Erbach et al. 1995; Lee et al. 2004). So konn-
te beispielsweise Zink nach Uberschichtung mit Silikon]l im Medium nachgewiesen
werden (Erbach et al. 1995). Freie Radikale, die im Mineral6l durch Peroxidation ent-
standen sind, konnen sich ebenfalls negativ auf das Wachstum der Oozyte bzw. des
Embryos auswirken (Otsuki et al. 2009). Besonders zu berticksichtigen ist aber die Ab-
sorption von Steroidhormonen durch das Ol (Miller & Pursel 1987; Funahashi et al.
1994; Shimada et al. 2002). Die lipophilen Steroidhormone Ostradiol und Progesteron
werden wahrend der IVM von den KOK selbst synthetisiert und besitzen, wie oben be-
schrieben, eine grofle Bedeutung fiir die physiologische Entwicklung dieser (Moor et al.
1980; Armstrong et al. 1996).

Die Beurteilung der moglichen Absorption von Steroiden durch das Ol fillt in der Lite-
ratur allerdings nicht einheitlich aus. Xu et al. (1988) beobachteten zwar eine deutlich
erhohte Absorption von Ostradiol, jedoch keine Auswirkungen auf die Maturationsraten
boviner Oozyten. Shimada ef al. (2002) berichteten hingegen von héheren Steroidkon-
zentrationen im Medium ohne Oliiberschichtung und damit verbundenen positiven Ef-
fekten auf die Entwicklungsraten beim Schwein.

Gasperin et al. (2010) zeigten, dass die Osmolalitit auch in einem 6lfreien System kon-
stant gehalten werden kann. Sie nutzten dafiir 4-Well-Platten, 400 uL. Medium, fiillten
den Raum zwischen den Wells mit Wasser und erreichten so gleiche Osmolalitdten und

Entwicklungsraten der bovinen Embryonen (Gasperin et al. 2010).

In der Literatur werden Effekte der Embryonendichte und des Medienvolumens auf die
Entwicklung von Oozyten bzw. Embryonen beschrieben. Bei gemeinsamer Kultur meh-
rerer Oozyten bzw. Embryonen stimulieren diese sich gegenseitig durch die Sekretion
von Wachstumsfaktoren (Canseco et al. 1992; Lane & Gardner 1992). Durch Verringe-
rung des Medienvolumens oder Erhéhung der Embryonendichte konnten steigende

Wachstumsraten beobachtet werden (Lane & Gardner 1992; Gil et al. 2003). Bei zu
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hohen Medienvolumina kann dieser Effekt beeintrachtigt werden (Canseco et al. 1992;

Lane & Gardner 1992).
Ziel der vorliegenden Studie war es daher, die Verwendung eines kleineren Medienvo-

lumens in einem oOlfreien und einem oOliiberschichteten Kultursystem zu testen und die

Entwicklung boviner Embryonen in diesen Systemen vergleichend darzustellen.
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Embryos are usually produced in culture systems with an oil overlay, which conveys
protection against the evaporation of water and microbial contamination. The oil can
also release toxic substances and absorb essential components, such as hormones, which
adversely affect the quality of the oocytes, and the resulting development of embryos in
vitro. This study compares bovine in vitro production (IVP) with and without an oil
overlay. Cumulus-oocyte-complexes (COC) were collected from abattoir-derived ova-
ries. Groups of 20 COCs were matured in Tissue Culture Medium 199 supplemented
with BSA, eCG, hCG, fertilized in Fert.-TALP medium and cultured in SOF-culture
medium with BSA-FAF employed as the standard protocol. The quantity of medium in
both groups (with and without an oil overlay) and throughout all stages of IVP was
maintained (100 pL). The second group was covered with 75 pL paraffin oil. The matu-
ration stage of oocytes was assessed using a fluorescence staining (Hoechst 33342) after
24 hours of incubation and developmental stages were evaluated on day 8 post-
fertilization. So far, our results indicate that oocytes matured in the absence of an oil
overlay had significantly (P < 0.05) higher maturation rates (71.56 £ 6.82%) when
compared against medium with an oil overlay (61.74 + 7.84%). The developmental rate
was significantly (P < 0.05) higher in IVP systems without oil (38.19 = 17.81%) than in
oil overlaid systems (22.75 + 9.83%). Based on the higher maturation and embryo de-
velopment rates by bovine oil-free culture systems, we suggest this method as an alter-
native to oil covered culture medium. However, further work is still needed to confirm
these results at the molecular level (We gratefully acknowledge our colleagues H.

Hellmold and D. Teuteberg.).
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Abstract

Embryos are usually produced in culture systems with an oil overlay, which conveys
protection against the evaporation of water and microbial contamination. The oil can
also release toxic substances and absorb essential components, such as hormones, which
adversely affect the quality of the oocytes and the development of embryos in vitro. The
aim of this study was to validate an oil-free bovine IVP system. Cumulus-oocyte-
complexes collected from abattoir-derived ovaries were matured, fertilized and cultured
employing a standard system. The quantity of medium in both groups (with and without
an oil overlay) and throughout all stages of [IVP was maintained at a volume of 100 pl.
The oil group was covered with paraffin oil. The maturation stage of oocytes was as-
sessed using fluorescence staining after 24 h and developmental stages were evaluated
on day 8. The morphological quality of expanded day 8 blastocysts was determined by
live-dead-staining (total cell number as well as ratio of live and dead cells). Oocytes
matured in the absence of an oil overlay had significantly higher maturation rates when
compared against matured oocytes in medium with an oil overlay. Steroid concentration
was higher in medium after maturation without oil cover. The developmental rate was
significantly higher after culture without oil overlay. The total cell number and the live-
dead-ratio was not significantly different. The osmolality did not differ between both
groups during maturation and slightly decreased during culture without oil. Based on
the current study, bovine oil-free [VP-systems can be suggested as an alternative to oil-
covered medium.

Keywords: Bovine; in vitro production; oil overlay
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List of Abbreviations:
BSA (bovine serum albumin); COC (cumulus-oocyte-complex); EDTA (ethylenedia-
minetetraacetate); E2 (17 B-oestradiol); IVC (in vitro culture); IVF (in vitro fertilisa-

tion); IVM (in vitro maturation), IVP (in vitro production); P4 (progesterone)

1. Introduction

Currently, in cattle breeding, in vitro production (IVP) of embryos is one of the most
important biotechnologies. According to the data provided by the International Embryo
Technology Society, the number of transferred bovine embryos produced worldwide
rose from around 139,000 in 2000 to over 740,000 in 2018. Beside the significance of
cattle as a source of high quality food, it is a relevant animal model in research, includ-
ing its similar reproduction physiology to humans. The embryos of both species (human
and cattle) are similar with respect to the microtubule organisation during fertilisation,
metabolic requirements and interaction with used culture conditions as well. Moreover,
the use of the bovine model is important in the light of the ethical and legal restrictions
in human embryo work (Navara et al. 1995, Anderiesz et al. 2000, Neuber and Powers
2000, Menezo and Herubel 2002, Wrenzycki et al. 2005).

Since the first reported live bovine offspring was produced totally in vitro (Fukuda et al.
1990), this method has been further refined into a routine procedure. It does, however,
still not fully mimic the in vivo process, resulting in reduced quality of gametes and
embryos, as well as a limited output with only 30-40 % developing blastocysts (Rizos et
al. 2002, Sutton et al. 2003). Changes of the environment in which the oocytes and em-
bryos are cultured can have a significant effect on this (Lonergan et al. 2003, Wrenzycki
2016). The most commonly used system is a micro drop culture method, where drops of
medium are covered with an oil overlay, because of the simple assessment of the cells
(Tae et al. 2006). Furthermore, protection from bacterial contamination, absorption of
lipophilic toxic compounds, avoidance from evaporation of the medium, maintenance of
osmotic pressure and pH value (Martinez et al. 2018) are usually quoted as beneficial
impacts of the drop system. Three different types of oil are used for covering the drops,
silicone oil, mineral oil and paraffin oil. Silicone oil is an anorganic polymerized silox-
ane, usually polydimethylsiloxane, compared to mineral oil which is a heavy hydrocar-

bon. Mineral and paraffin oil are basically the same product, even paraffin oil is higher
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purified and contains more saturated hydrocarbons as reviewed by Morbeck (2012).
However, it is known that an overlay of oil is also able to negatively influence IVP (Van
Soom et al. 2001, Otsuki et al. 2009). If gametes and embryos are cultured without oil
overlay to avoid these undesirable effects, large amounts of media have to be used in
order to elude an increase of osmolality (Gasperin et al. 2010). Thus, particular com-
pounds derived from gametes or embryos can be diluted (Canseco et al. 1992, Hoelker
et al. 2009). Depending on the individual background it has to be decided which are the
more acceptable effects on the gametes or embryos.

In cases where only limited samples are available, such as from individual animals,
cloned or gene edited embryos or from primates, and the negative effects of oil overlay
should be avoided, special attention needs to be taken to ensure that the media remains
present.

Therefore, the aim of the study was to evaluate an oil-free IVP system with small vol-

umes of medium for cattle.

2. Material and Methods

2.1. Experimental design

Groups of 20 cumulus-oocytes-complexes (COC'’s; abattoir-derived ovaries) were ma-
tured (IVM), fertilized (IVF) and cultured (IVC) in vitro as explained in paragraph 2.2.
The quantity of medium in both groups (total IVP with and without an oil overlay) and
throughout all stages of IVP was maintained at a volume of 100 pl. The oil group was
covered with 75 pl paraffin oil (IVF Bioscience, Falmouth, UK). As a complement,
medium was covered with oil in single parts of IVP (A: IVM without oil + IVF / IVC
with oil; B: IVM / IVF without oil + IVC with oil; C: IVM / IVF with oil + IVC without
oil; D: IVM with oil + IVF / IVC without oil). Each run was performed in duplicate.
Microtiter strips (Thermo Fisher Scientific, Germany) with flat bottom were placed in a
petri dish surrounded with approximately 3 ml distilled water. The maturation stage of
oocytes was assessed using fluorescence staining (Hoechst bisbenzimide 33342, Sigma-
Aldrich, Germany) after 24 h of maturation. In addition, IVM medium was analysed via
radioimmunoassay after 0 h (control) and 24 h (with and without COC’s) to detect the
17 B-oestradiol (E2) and progesterone (P4) concentration. Pools of each media type
were generated from each duplicate. The developmental stage was assessed on day 8
(total IVP with and without an oil overlay / single steps of IVP covered with oil). The
morphological quality of expanded day 8 blastocysts (total IVP with and without an oil
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overlay) was determined by live-dead-staining (total cell number as well as ratio of live

and dead cells).

2.2. Collection of cumulus-oocyte-complexes and in vitro production

Abattoir-derived ovaries were transported to the laboratory in thermal tanks filled with
30 °C phosphate buffered saline (Abele et al. 2014). The ovaries were washed, COCs
were isolated from the follicles, categorized and then selected as previously described
(Blaschka et al. 2019). The in vitro production of embryos was performed using the
procedure outlined by Abele et al. (2014).

The development rates of the embryos were determined morphologically on day 8 of
cultivation and the percentage of oocytes, which had developed to at least morulae, or

blastocysts was recorded.

2.3. Maturation rate of oocytes

The evaluation of nuclear maturation success was realized using Hoechst bisbenzimide
33342 (Sigma-Aldrich, Germany) staining with slight modification as previously de-
scribed (Blaschka et al. 2019). Oocytes were classified as matured, when they had
reached the metaphase II stage as characterized by the metaphase plate and the occur-
rence of the first polar body. Oocytes in metaphase I stage presenting single chromo-

somes were considered as immature.

2.4. Live-dead-staining

In addition, a live/dead-staining was performed with expanded blastocysts on day 8 ac-
cording to Stinshoff et al. (2011). Ethidium homodimer (Invitrogen, USA) and Hoechst
bisbenzimide 33342 were used at concentrations of 0.01 % and 0.004 %, respectively,
to differentiate between live and dead cells. Two to three expanded blastocysts (n = 2-
3/group) were stained per pass. The assessment of the stained blastocysts was achieved
using a fluorescence microscope Eclipse Ci (Nikon, Diisseldorf, Germany). Image soft-
ware NIS-Elements D version 5.02. (Nikon, Diisseldorf, Germany) was used to accom-

plish the cell counting.
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2.5. Analysis of Medium

Concentrations of P4 and E2 in IVM medium were determined in duplicates using es-
tablished radioimmunological methods after extraction of the samples with organic sol-
vents. The measurement of P4 followed the procedure outlined by Hoffmann et al.
(1973) as previously described (Klein et al. 2003). Samples (200 pl) were extracted
twice with 2 ml hexane. The antiserum applied was generated against 4-pregnene-11a-
0l-3,20-dione-hemisucciate-BSA. Intra- and inter-assay coefficients of variation were
8.8 and 8.9 % respectively. The limit of quantification was 0.5 ng/ml.

Measurements of E2 were performed as previously described (Klein et al. 2003). Medi-
um samples (200 pul) were extracted twice with 2.5 ml toluene. The antiserum was di-
rected against oestradiol-17b-6-carboxymethyloxim-BSA. The limit of quantification
was 12.5 pg/ml. Intra- and inter-assay coefficients were 7.1 and 17.6 % respectively. At
least, ten replicates were analysed.

In addition, the osmolality of IVM and IVC medium was analysed in 50 pl of medium
using a cryoscopic osmometer (Osmomat 3000basic, gonotec, Berlin, Germany). For

each measurement technical repeats (three times) were performed.

2.6. Statistical analyses

Statistical analyses were performed with R (version 3.5.1; R Development Core Team,
2018). All data were tested for normal distribution using a Shapiro-Wilk-Test. Matura-
tion and development rates were analysed using a binomial test. Data obtained from the
live-dead-staining were analysed using a t-test. For assessment of the hormone concen-
tration the non-parametric Wilcoxon-test was used. To determine significant difference
of the osmolality a one-way-ANOVA followed by a tukey test was done. A p-

value < 0.05 was considered statistically relevant.

3. Results

3.1. Maturation rate of oocytes and development assessment of embryos

Total IVP with and without an oil overlay:

Oocytes matured in the absence of an oil overlay had significantly (p < 0.05) higher
maturation rates (n = 200) when compared against matured oocytes in medium with an
oil overlay (n = 207).

The developmental rate on day 8 was significantly higher (p < 0.05) after culture with-
out oil overlay (without oil: n = 581; with oil: 586). Both are depicted in figure 1.

49



Einfluss eines 6lfreien Kultursystems

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

NN

Percentage

N

Maturation rate Development rate

g80il @Qil free

Figure 1: Maturation rate of COCs after 24 h and development rate on day 8 with and

without an oil overlay (mean = SD; a:b p < 0.05).

Single steps of IVP covered with oil:

On day 8 the development rate was not significantly changed for embryos developed in
IVP medium covered with oil in single parts of the procedure (A: 28.0 + 8.9 %, n =279,
B:27.8+10.3 %,n =295, C: 23.0 + 12.3 %, n =276, D: 26.6 = 13.6 %, n = 300).

3.2. Steroid pattern in [IVM medium

After the maturation period the E2 concentration was found to be slightly lower in me-
dium with an oil overlay (p < 0.1). The mean concentrations were
76.0 = 35.4 pg/ml and 109.0 + 46.4 pg/ml in media with or without oil covering, respec-
tively. The median was 65.6 pg/ml (with oil) and 106.2 pg/ml (without oil). Ten biolog-
ical replicates were assessed.

The P4 concentration was significantly lower in medium covered with oil compared to
medium without overlay (p < 0.05; n= 11). The results are shown in figure 2.

In medium analysed before incubation (0 h) and after 24 h of maturation without COCs,
E2 and P4 concentrations were under the limit of quantification (E2: 12.5 pg/ml; P4:
0.5 ng/ml).
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Figure 2: Steroid concentration in IVM medium after 24 h of maturation (E2: oestradi-

ol; P4: progesterone; mean + SD; * p <0.1; a:b p < 0.05).

3.3. Live-dead-staining

The total cell number and the live-dead-ratio were not significantly different (total cell
number: without oil: 129.0 + 30.1, with oil: 119.0 £ 30.0; live-dead-ratio: without oil:
22.6 £19.7, with oil: 18.0 £ 8.0) as depicted in figure 3.
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Figure 3: Total cell number and live-dead-ratio of expanded blastocysts (with oil:

n = 25; without oil: n = 26; mean £+ SD; p > 0.05).

3.4. Osmolality

The osmolality of IVM did not differ between both groups (with and without oil) and the con-
trol before maturation. After 8 days of culture, the osmolality was significant lower in medi-
um without an oil overlay (p < 0.05) compared to the medium with overlay and the control

(0 h). The results are shown in table 1.

Table 1: Osmolality of IVP media (without COCs) with and without an oil overlay

(mean £+ SD)
Osmolality | n Osmolality n
(mOsm / (mOsm /
kg H>0O) kg H.O)
0h 287.8+3.1 |4 |0h 2752 +2.6% 5
(before incubation) (before incubation)
24 hIVM 289.7+2.8 |6 |8daysIVC 2755+2.7% 5
with oil overlay with oil overlay
24 hIVM 288.6+2.7 |6 |8daysIVC 270.3 £2.3° 5
without oil overlay without oil overlay

IVM: in vitro maturation; IVC: in vitro culture; a:b p < 0.05
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4. Discussion

Currently, the application of oil overlays is common-practice in [VP systems, because it
has advantages in terms of work flow and the assessment of gametes and embryos. It
can, however, take up lipophilic steroid hormones, which might negatively affect [VP
outcome.

Steroids, especially E2 and P4 have a crucial role such as for follicular development in
physiological oestrus cycles (Forde et al. 2011). During the final maturation, a switch
from E2 to P4 dominance takes place in the follicle (Dieleman et al. 1983). Mingoti et
al. (2002) demonstrated that cumulus cells of COCs are able to secret E2 and P4 into the
medium when they are matured in a medium enriched with bovine serum albumin
(BSA) and gonadotropins. A pattern similar to that observed in vivo has, however, not
been demonstrated and the role of these steroids during IVM remains controversially
discussed (Blaschka et al. 2019). In the present study, an obvious reduction of E2 and
P4 concentration in medium covered with oil was demonstrated, which is likely due to
absorption by the oil overlay. This clearly confirms previous results from IVM with pig
COC’s (Shimada et al. 2002). Clemente et al. (2009) also showed a reduction of P4 in
medium used for bovine embryo culture covered with oil, but with no effect of the P4
concentration on the blastocyst development or quality, even if exogenous P4 was sup-
plemented. However, during maturation Xu et al. (1988) showed a decreased E2-, but
not P4-concentration. The kind of oil used for covering has an effect on the steroid con-
centration as well (Miller and Pursel 1987). It has been shown that silicon oil takes up
seven times more E2 than paraffin oil. Reinsberg et al. (2004) also reported a different
absorption of E2 versus P4 and an effect of the oil/medium ratio in a human system.
They suggested a lower lipophilicity of E2 compared to P4, which might also explain
the higher absorbed concentrations of P4 than of E2 in the current study.

Moreover, a delayed nuclear maturation of oocytes in vitro in a system with oil overlay
has been reported for pig (Shimada et al. 2002) and a delayed meiosis progression after
in vitro follicle culture in mouse oocytes (Segers et al. 2008). In the present study, a
significantly reduced maturation rate has been found in the presence of an oil cover.

One of the core factors during in vitro production of embryos is the osmolality. An in-
creasing osmolality has an adverse effect on oocyte maturation and fertilisation (Lim et
al. 1994), high concentration of sodium chloride in IVF medium can increase the occur-
rence of polyspermy (Roh et al. 2002) as well as affecting embryo development (Liu

and Foote 1996). A beneficial effect of the oil overlay is maintaining the osmotic pres-
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sure. However, Swain (2018) determined a significant increased osmolality after six
days of culture in medium covered with different types of oil (mineral and paraffin). To
beware an oil overlay and avoid evaporation of medium, large volumes of medium will
be usually used. Conversely, with large volumes, important compounds for embryo in-
teraction (paracrine and autocrine factors) can be diluted (Canseco et al. 1992, Hoelker
et al. 2009, Martinez et al. 2018). Gasperin et al. (2010) showed that an increase of the
osmolality in 400 pul medium can be avoided by adding water in the central hole of a
four well plate. In an IVP system used for pigs, it could be clearly demonstrated that
osmolality can be stabilized if the medium is surrounded by water. But in contrast, no
differences could be determined for the maturation or development rate in both systems
(with or without oil; Martinez et al. 2015). In the present study, the osmolality remained
constant during the maturation phase and slightly decreased during culture, even the
maturation and development rates were higher in the system without an oil overlay and
no negative effect of the morphological quality of the embryos were observed in a small
volume system. However, if single parts of the IVP system were covered with oil, the
development rate has not been changed. It would suggest that an oil-free maturation is
not the key factor. Van Soom et al. (2001) determined a considerable decrease of the
development rate (up to 12 %), if the bovine IVP system was not covered with oil.

The presence or absence of oil per se did not alter the output of an IVP system. If oil is
used, however, the type of oil (Van Soom et al. 2001, Martinez et al. 2018) and a poten-
tial treatment of the oil used (Tae et al. 2006) has an impact on embryo development
and quality. Also, the batch of the oil, especially for silicon oil (Van Soom et al. 2001;
own observations) and the storage (light and temperature; Otsuki et al. 2009), affect the
results. In the present study, paraffin oil dedicated to IVP was used. In contrast, Labied
et al. (2019) could not determine an effect of the tested oils on the rate of pregnancy per
fresh transfer, live birth rate per fresh transfer as well as miscarriage rate after IVF in
women. However, within oil-covered system, components can be shifted from one me-
dium drop to another, which has to be kept in mind, especially in a research context
(Miller et al. 1987). Further, the used oil can contain toxic compounds able to transfer to
the medium as reviewed by Martinez et al. (2018). Added chelating agents (EDTA or
BSA) as well as hemoglobin (nitric oxide scavenger) and co-culture systems are partial-
ly able to resolve toxic effects (Van Soom et al. 2001, Lee et al. 2004, Tae et al. 2006).
In comparison, it is reported by Miller et al. (1994) that oil is competent to absorb em-

bryotoxic substances.
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5. Conclusion

An oil overlay on medium used for IVP is usually done because of its protective effects.
However, oil covering is able to influence the outcome in a significant way. It is still an
undefined product with different purity. In the current study, it has been shown that an
oil overlay can be avoided during the whole procedure even with a small volume of
medium, with a positive effect on maturation and development rate as well as the ster-
oid concentration in maturation medium. A negative effect on the embryo quality could
not be determined. Nevertheless, there is need for experiments to assess whether the oil

overlay has an impact on gene expression patterns.
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3.4 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden die Entwicklungen von Oozyten bzw. Embryonen in
zwei Kultursystemen, mit und ohne Oliiberschichtung, verglichen.

Verwendet wurden dafiir Wells einer Mikrotiterplatte, jeweils vier Wells wurden in ei-
ner Petrischale angeordnet, zwei Wells mit je 100 pL Medium befiillt. In die anderen
beiden Wells und in die Petrischale wurde destilliertes Wasser zum Schutz vor Evapora-
tion gegeben. Im &liiberschichteten System fand die Uberschichtung mit 75 pL Paraf-
findl, welches fiir die Nutzung in bovinen IVP-Systemen getestet ist, statt.

In Abbildung 2 sind die verwendeten Well-Systeme, mit und ohne Oliiberschichtung,

im Vergleich zum weit verbreiteten Tropfen-System dargestellt.

Abbildung 3: Darstellung der Kultursysteme. Von oben nach unten: dliiberschichtetes
Well-System, dlfreies Well-System und Tropfen-System.

Sowohl die Maturationsraten der Oozyten als auch die Entwicklungsraten der Embryo-
nen im Olfreien System waren signifikant hoher als die Raten der Oozyten, die im &l-
iiberschichteten System maturierten. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Shimada et
al. (2002) iiberein, die im Oliiberschichteten System ebenfalls geringere Maturationsra-

ten porziner Oozyten feststellten. Die Analyse des Maturationsmediums ergab signifi-
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kant hdhere Progesteronkonzentrationen im Medium des 6lfreien Systems. Die Ostradi-
olkonzentrationen in den Medien beider Systeme unterschieden sich nicht signifikant
voneinander. Im Slfreien System wurde aber auch die Tendenz zu hoheren Ostradiol-
konzentrationen im Medium festgestellt als im Gliiberschichteten System. Dass die Ste-
roide in das Ol diffundieren, wurde bereits anhand einer Vielzahl von Studien bestitigt
(Miller & Pursel 1987; Funahashi et al. 1994; Shimada et al. 2002). Da die Steroide,
wie oben bereits erwdhnt, entscheidende Faktoren flir die Entwicklung der Oozyte wih-
rend der Maturation sind (Moor et al. 1980; Armstrong et al. 1996), sind die schlechte-
ren Maturations- und Entwicklungsraten im iiberschichteten System vermutlich auf die
Absorption der Steroide durch das Ol zuriickzufithren. Hier finden sich in der Literatur
kontroverse Angaben. Xu et al. (1988) beobachteten eine erhdhte Absorption von Ost-
radiol durch das Ol, aber keinen Einfluss auf die Maturationsraten. Allerdings zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den Teilungsraten in den beiden untersuchten
Systemen mit und ohne Oliiberschichtung (Xu et al. 1988). Clemente et al.(2009) stell-
ten ebenfalls geringere Progesteronkonzentrationen im Medium mit Oliiberschichtung
fest, aber keinen Einfluss auf die Entwicklung boviner Embryonen. Reinsberg et al.
(2004) testeten verschiedene Oliiberschichtungen an humanen Granulosazellen und
vermuteten, dass die verminderte Absorption von Ostradiol im Vergleich zum Progeste-
ron mit einer geringeren Lipophilie des Ostradiols zusammenhingt.

Insgesamt ist hier aber der unterschiedliche Versuchsaufbau der einzelnen Studien zu
beachten, denn es wurden unterschiedliche Systeme und verschiedene Medienmengen
und Ole eingesetzt. Folglich sind diese Studienergebnisse nur eingeschrinkt iibertrag-
bar.

Allein die Art des eingesetzten Ols kann die Hohe der Absorption beeinflussen. So wird
von Silikondl beispielsweise mehr Ostradiol absorbiert als von Paraffindl (Miller &
Pursel 1987).

In der vorliegenden Studie muss auerdem beriicksichtigt werden, dass zusitzlich zum
durchgéngig 6lfreien bzw. dliiberschichteten System auch verschiedene Kombinationen
von Olfreien und oliiberschichteten Teilschritten untersucht wurden. Hier zeigten sich,
unabhingig von den Kombinationen, keine signifikanten Unterschiede, weder zwischen
den Maturations- noch zwischen den Entwicklungsraten. Das ldsst darauf schliefen,
dass weitere Faktoren fiir die Entwicklungskompetenz der Oozyten bzw. Embryonen

entscheidend sind. In Folgestudien sollte so z.B. die Expression entwicklungsrelevanter
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Gene untersucht werden, um den Einfluss der Oliiberschichtung und die Rolle der Ste-
roide in vitro weiter zu beleuchten.

Die Osmolalitidt konnte in beiden Systemen insgesamt in einem fiir die IVP stabilen
Rahmen gehalten werden. Die Osmolalitit sollte, je nach Teilschritt der IVP, bei 255 -
295 mOsm/kg liegen (Liu & Foote 1996; Li et al. 2007; Gasperin et al. 2010). In der
vorliegenden Studie zeigten sich nach der Maturation keine signifikanten Unterschiede.
An Tag 8 der Kultur wurden die Osmolalititen erneut bestimmt. Das Olfreie System
zeigte nun signifikant niedrigere Osmolalitdten als die Kontrolle und das 6liiberschich-
tete System. In der Literatur werden im o6lfreien System ausschlielich hohere Osmola-
litdten als Folge der Wasserverdampfung beschrieben, die in unserem Versuch durch
destilliertes Wasser in den Zwischenrdumen der Wells verhindern wurde. Die niedrigere
Osmolalitit scheint sich insgesamt nicht negativ auszuwirken, zumal die Verdnderung
in einem moderaten Bereich liegt. Beriicksichtigt werden sollte hier, dass die Messung
der Osmolalitidt nur im Medium ohne Oozyten bzw. Embryonen stattgefunden hat, es
wurde also nur das reine Medium als Voraussetzung fiir die Versuche gemessen. Hier
wire eine Berlicksichtigung der Oozyten in Ergidnzung wiinschenswert. Auflerdem ist

die Probenanzahl mit vier bis sechs Proben gering.

Das in unserer Studie eingesetzte Medienvolumen von 100 pL ist gut geeignet bei be-
grenzt zur Verfligung stehenden Proben. Allerdings war die Medienmenge fiir die Un-
tersuchung von Einzelproben iliber den Radioimmunoassay zu gering, so dass hier ledig-
lich gepoolte Proben eingesetzt werden konnten.

Die Wells der Mikrotiterplatte eignen sich fiir die IVP, die Handhabung und Beurtei-
lung der Embryonen ist aber gegeniiber der mit Ol iiberschichteten Medientropfen er-
schwert. Das Medientropfen-System haben wir parallel zur vorliegenden Studie als La-
borkontrolle mit aufgenommen. Die verwendeten Well-Systeme zeigten sowohl mit als
auch ohne Oliiberschichtung signifikant héhere Entwicklungsraten der Embryonen im
Vergleich zur Laborkontrolle.

Damit ist das von uns verwendete Well-System, insbesondere ohne Oliiberschichtung,
eine gute Alternative zum etablierten Tropfen-System und kann fiir den Einsatz in der

IVP empfohlen werden.
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4  Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die In-vitro-Maturation

und weitere Entwicklung boviner Qozyten

4.1 Einleitung

Glyphosat (N-Phosphonomethyl-Glycin) ist der meistgenutzte Herbizidwirkstoff welt-
weit (Benbrook 2016). Der Chemiker Dr. Henri Martin synthetisierte Glyphosat erst-
mals im Jahr 1950. Uber Firmenverkiufe gelangte der Wirkstoff schlieBlich zur US-
amerikanischen Firma Monsanto. Dort wurde die Verbindung zundchst zur Wasserent-
hiartung getestet, bevor die herbizide Wirkungsweise durch Dr. John Franz entdeckt
wurde. Der Wirkstoff wurde 1974 in den USA patentiert und gleichzeitig fiir das Pflan-
zenschutzmittel Roundup zugelassen (Franz et al. 1997).

Pflanzen nehmen das Breitbandherbizid iiber ihre Oberfliche auf. Das Enzym 5-
Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat-Synthase (EPSP-Synthase), das innerhalb des Shiki-
mat-Weges fiir die Biosynthese der Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryp-
tophan essentiell ist, wird gehemmt. Diese Blockade fiihrt zum Absterben der Pflanze
(Steinriicken & Amrhein 1980; Schonbrunn et al. 2001). Der Shikimat-Weg ist ein
Stoffwechselweg, der ausschlieBlich in Pflanzen und Mikroorganismen stattfindet. Séu-
getiere sind nicht in der Lage, die oben genannten Aminosduren selbst zu bilden

(Kishore & Shah 1988).

Glyphosathaltige Herbizide werden heute hauptsédchlich in Bestdnden glyphosatresisten-
ter Kulturpflanzen eingesetzt (James 2011). In der EU ist der Einsatz auf gentechnisch
unveranderte Pflanzen beschrinkt, aber dennoch von groBer Bedeutung fiir die Un-
krautbekdmpfung in der Landwirtschaft, insbesondere filir die Stoppelbearbeitung (BVL
2017).

Im Jahr 2017 verléangerte die Europdische Kommission die Zulassung von Glyphosat fiir
weitere fiinf Jahre bis Ende 2022 (EC 2017). Der Abstimmung gingen verschiedene
Studien iiber die mogliche kanzerogene Wirkung des Stoffes voraus. Die Internationale
Agentur fiir Krebsforschung (IARC) fiihrte eine gemeinsame Bewertung des Wirk-
stoffs, des Hauptmetaboliten Aminomethylphosphonsdure (AMPA) und verschiedener
glyphosathaltiger Pflanzenschutzmittel durch und ordnete Glyphosat der gleichen Kate-
gorie wie rotes Fleisch, der Kategorie 2A ,,wahrscheinlich krebserregend beim Men-

schen®, zu (IARC 2015).
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Die Europédische Behorde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) widerspricht der Einschét-
zung der IARC und hilt ein kanzerogenes Potenzial von Glyphosat fiir den Menschen
fiir unwahrscheinlich. Glyphosathaltige Pflanzenschutzmittel wurden bei der Auswer-
tung der EFSA, die in Zusammenarbeit mit dem deutschen Bundesinstitut fiir Risiko-
bewertung (BfR) entstanden ist, allerdings nicht beriicksichtigt, sondern nur der reine
Wirkstoff untersucht (EFSA 2015). Die unterschiedlichen Aussagen zum Krebsrisiko
durch Glyphosat sind auf die verschiedenen Bewertungsschliissel der Behérden zuriick-
zufiihren (Tarazona et al. 2017). Die Ergebnisse der EFSA wurden allerdings sowohl
durch die US-Umweltschutzbehdérde (EPA), als auch durch die Welterndhrungs- und die
Weltgesundheitsorganisation bestdtigt (EPA 2018; FAO/WHO 2019). Das BfR sah in
einer erneuten Stellungnahme im Jahr 2019 ebenfalls keinen Anlass zu einer Anderung

der Wirkstoftbewertung (BfR 2019).

Neben Studien zur kanzerogenen Einstufung von Glyphosat, gibt es eine Vielzahl an
Untersuchungen zur Auswirkung von Glyphosat und glyphosathaltigen Pflanzen-
schutzmitteln auf das Reproduktionssystem.

Roundup fiihrte so beispielsweise in Sertoli-Zellen bei préapubertdren Ratten zum Zell-
tod durch oxidativen Stress (De Liz Oliveira Cavalli et al. 2013) und zu mitochondrialer
Dysfunktion in einer Sertoli-Zelllinie der Maus (Vanlaeys et al. 2018).

Auch Stoérungen weiblicher Fortpflanzungsfunktionen verschiedener Wirbeltiere wur-
den ermittelt. Slaby ef al. (2019) beobachteten Auswirkungen von Glyphosat und
Roundup auf die Oozytenreifung des Krallenfrosches (Xenopus laevis). Durch eine er-
hohte Retinsdureaktivitit verursachte Missbildungen in Xenopus laevis und Hiih-
nerembryonen, wurden von Paganelli et al. (2010) ermittelt. Zhang et al. (2019). berich-
teten von oxidativem Stress und Apoptose bei Mauseoozyten. Perego et al. (2017) stell-
ten einen negativen Einfluss von Glyphosat und Roundup auf die Steroidogenese und
Proliferation boviner Granulosazellen in vitro fest. Dabei hatte Roundup einen stirkeren
negativen Effekt auf die Zellfunktion als reines Glyphosat. Eine héhere Toxizitit von
Pflanzenschutzmitteln im Vergleich zum reinen Wirkstoff wurde auch in anderen Stu-
dien beobachtet (Richard et al. 2005; Benachour & Séralini 2009; Vanlaeys et al. 2018)
und den Polyoxyethylenamin (POEA)-Verbindungen zugeschrieben (Benachour &
Séralini 2009; Vanlaeys et al. 2018). Diese Zusitze vermitteln die Aufnahme der Wirk-
stoffe, indem sie die Zellpermeabilitit verandern. Die EFSA bestitigte in Absprache mit

dem BfR die erhohte Toxizitit von POE-Tallowaminen (EFSA POEA 2015). Dies

65



Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat

fiihrte 2016 zu einem Verbot dieser Verbindungen als Beistoff in glyphosathaltigen
Pflanzenschutzmitteln durch die Europédische Kommission (EC 2016).

Zusétzlich wurde Roundup in einigen Studien als endokriner Disruptor eingestuft,
nachdem es zur Hemmung der Cytochrom-450-Aromatase-Aktivitdt in humanen Pla-
zentazellen (Richard et al. 2005) und zur Hemmung von Ostrogenrezeptoren in huma-
nen Leberzellen fiihrte (Gasnier et al. 2009). Das von der EPA entwickelte Endocrine
Disruptor Screening Program (EDSP) untersuchte ebenfalls den potenziellen Einfluss
von Glyphosat auf den Ostrogen-, Androgen- und Schilddriisenstoffwechsel und fand
keine Hinweise auf eine Wechselwirkung (EPA 2015). Auch die EFSA stellte keine
endokrine Wirkung von Glyphosat fest (EFSA 2017). Von beiden Behérden wurde al-

lerdings auch hier nur der reine Wirkstoff bewertet.

Nutztiere konnen Glyphosatriickstinde iiber das Futter aufnehmen, iiber die genaue
Aufnahmemenge und die Stoffwechselwege ist jedoch wenig bekannt. Schnabel et al.
(2017) untersuchten Futterrationen mit unterschiedlichen Glyphosatkonzentrationen.
Keine der Konzentrationen zeigte Auswirkungen auf die Gesundheit, Leistung oder
Energiebilanz der laktierenden Kiihe. Von Soosten et al. (2016) stellten im Rahmen
ithres Fiitterungsversuchs mit Milchkiihen fest, dass 61 % des aufgenommenen Gly-
phosats unabhingig von der gefiitterten Konzentration iiber den Kot und 8 % {iber den
Urin ausgeschieden wurden. In der Milch konnte kein Glyphosat nachgewiesen werden
(von Soosten et al. 2016).

Eine weitere Studie zeigte Glyphosatriickstdande von 15 bis 25 ng/g in verschiedenen
Organen geschlachteter Kiihe (Kriiger et al. 2014).

Ebenfalls untersucht wurde die Zusammensetzung der Pansenflora nach der Aufnahme
von Glyphosat iiber das Futter. Riede ef al. (2016) konnten hier mit Hilfe der Pansensi-
mulationstechnik RUSITEC keinen Effekt auf das ruminale Mikrobiom feststellen.

Insgesamt ist die Wirkung von Glyphosat auf landwirtschaftliche Nutztiere noch nicht
hinreichend untersucht. Auch {iber die Reproduktionsleistung des Rindes unter dem
Einfluss von Glyphosat gibt es bisher keinerlei Aussagen.

Ziel dieser Studie war es daher, erstmalig den Einfluss von Glyphosat, in reiner Form
und in der Formulierung von Roundup, auf die /n-vitro-Maturation und weitere Ent-
wicklung boviner Oozyten zu untersuchen. Da die friihe Embryonalentwicklung des

Rindes auch als Model fiir die Entwicklung des Menschen gilt (Wrenzycki et al. 2005),
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konnen hieraus moglicherweise ebenfalls neue Erkenntnisse fiir den Humanbereich ab-

geleitet werden.
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4.2 Effect of glyphosate on bovine oocyte development during in vitro maturation
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Glyphosate is the most widely used agent for non-selective herbicides worldwide
(Benbrook 2016, Environ Sci Eur, 28:3). The aim of this study is to determine, whether
the active ingredient alone or in formulation with Roundup, the global market leader of
glyphosate-based herbicides, affects the maturation and further development of bovine
oocytes. Ovaries of healthy cows were collected at a slaughterhouse. The selected cu-
mulus-oocyte-complexes matured for 24 hours. Glyphosate (96%) and Roundup were
added to the maturation medium in concentrations of 1 ug/ml and 10 pg/ml each. After
24 hours of incubation (39°C, 5% CO2), the oocytes were stained with Hoechst 33 342
to detect the metaphase II stage. The maturation rates of the three tested groups Glypho-
sate, Roundup and Control showed no significant differences irrespective of the used
concentrations. On day seven and eight post-fertilization the embryos were evaluated
morphologically. The development rates also showed no significant differences between
test groups and concentrations. After addition of 1 pg/ml, the average rates of develop-
ment on day eight were 19.2% (+ 10,8%) for pure Glyphosate (n = 301), 22.6% (£
12.3%) for Roundup (n = 315) and 24.1% (£ 9.4%) for Control (n = 295). After adding
10 pg/ml to the maturation medium, the developmental averages on day eight were
26.9% (= 14.7%) for Glyphosate (n = 523), 24.1% (+ 12.6%) for Roundup (n = 479)
and 25.6% (= 11.0%) for Control (n = 389). In this study, negative effects of glyphosate
and Roundup on bovine oocyte development could not be detected so far, further analy-

sis will follow.
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4.3 Does glyphosate affect the expression of developmental genes in bovine oo-

cytes?
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The aim of this study is to determine, whether the active ingredient glyphosate alone or
in formulation with Roundup affects the expression of developmentally important genes
in bovine oocytes. Ovaries of healthy cows were collected at a slaughterhouse. Glypho-
sate and Roundup were added to the maturation medium in active agent concentration
of 10 pg/ml each. After 24 h of incubation (39°C, 5% CO2), oocytes were denuded in-
dividually for separate treatment of cumulus cells and oocytes (n = 12 for each group).
Total RNA was isolated with TRIzol and cDNA was synthesized. The relative expres-
sion of the gene transcripts was determined by qPCR with EvaGreen detection. The
samples were quantified according to the method of Pfaffl (Pfaffl, Nucleic Acids Res
2001, 29:e45). The expression levels were analysed via ANOVA and Tukey's HSD test.
Bone morphogenetic protein 15 was significantly higher expressed in the oocytes of the
Roundup group compared to the control (p < 0.05). Zygote arrest 1 was significantly
higher expressed in oocytes of the glyphosate group (p < 0.01) and of the Roundup
group (p < 0.001) compared to the control. Estrogen receptor 1 was significantly higher
expressed in cumulus cells of the glyphosate group than in the control (p < 0.05). No
significant differences in expression could be observed for growth differentiation factor
9, nuclear progesterone receptor and hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase. In this
study, negative effects of glyphosate and Roundup on bovine oocyte development could

not be detected.
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4.4 Beeinflusst Glyphosat die In-vitro-Maturation und weitere Entwicklung bo-
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Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, einen moglichen Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die Ma-
turation und weitere Entwicklung boviner Oozyten zu untersuchen.

Dazu wurden dem Maturationsmedium der Herbizidwirkstoff Glyphosat sowie ein gly-
phosathaltiges Pflanzenschutzpriaparat mit Glyphosatkonzentrationen von 1 pg/ml und
10 pg/ml zugesetzt. Sowohl die Maturationsraten der Oozyten, die Teilungs- und Ent-
wicklungsraten der Embryonen als auch das Lebend/Tot-Verhéltnis der gefarbten Zellen
unterschieden sich nicht zwischen den Versuchsgruppen und den eingesetzten Konzent-
rationen. Die relativen Expressionslevel ausgesuchter entwicklungsrelevanter Gene
wurden nach Zugabe der hoheren Wirkstoffkonzentrationen untersucht. Dabei wurden
signifikant hohere Expressionen der Gene bone morphogenetic protein 15 (BMP15) und
zygote arrest 1 (ZAR1) in Oozyten und von estrogen receptor 1 (ESRI) in Kumuluszel-
len nach Zugabe des Wirkstoffes Glyphosat im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen.
Es konnte kein negativer Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die Maturation und
weitere Entwicklung boviner Oozyten bzw. Embryonen festgestellt werden. Eine unter-
schiedliche Wirkung von Roundup im Vergleich zum reinen Wirkstoff konnte ebenfalls

nicht ermittelt werden.
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Schliisselworter: bovine Oozyten, Glyphosat, glyphosathaltiges Herbizid, In-vitro-

Maturation

Summary

Does glyphosate affect the in vitro maturation and further development of bovine
oocytes?

The aim of this study was to determine, whether glyphosate affects the maturation and
further development of bovine oocytes in vitro. The pure active ingredient and a
glyphosate-based herbicide were compared in the analyses. For this purpose, glyphosate
and the glyphosate-based herbicide were added to the maturation medium in active sub-
stance concentrations of 1 pg/ml and 10 pg/ml. The maturation, cleavage and develop-
ment rates of the tested groups showed no statistically significant differences irrespec-
tive of the concentrations used. The average ratio of live to dead cells of stained blasto-
cysts also showed no significant differences between groups treated with glyphosate and
the controls. The relative expression levels of selected genes were only evaluated for the
concentration of 10 ug/ml. The bone morphogenetic protein 15 (BMP15) and zygote
arrest 1 (ZARI) were significantly higher expressed in oocytes treated with the active
ingredient as compared to the control. In cumulus cells, the relative expression of the
estrogen receptor 1 (ESRI) was significantly higher after treatment with the active in-
gredient than in the control. No differences between the effect of glyphosate formulated
as a herbicide and glyphosate in pure form were observed.

Keywords: bovine oocytes, glyphosate, glyphosate-based herbicide, in vitro maturation

1 Einleitung

Glyphosat ist der meistgenutzte Herbizidwirkstoff weltweit (BENBROOK, 2016). In der
EU ist der Einsatz auf gentechnisch unverdnderte Pflanzen beschrinkt, aber dennoch
von grofler Bedeutung fiir die Unkrautbekdmpfung in der Landwirtschaft, insbesondere
fiir die Stoppelbearbeitung (BVL, 2017). SLABY et al. (2019) beobachteten Auswirkun-
gen von Glyphosat und Roundup auf die Eizellreifung des Krallenfrosches (Xenopus
laevis). Durch eine erhohte Retinsdureaktivitit verursachte Missbildungen in Xenopus
laevis und Hithnerembryonen, wurden von PAGANELLI et al. (2010) ermittelt. PEREGO et
al. (2017) stellten einen negativen Einfluss von Glyphosat und Roundup auf die Stero-

idogenese und Proliferation boviner Granulosazellen in vitro fest. Dabei hatte Roundup
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einen stidrkeren negativen Effekt auf die Zellfunktion als reines Glyphosat. Nutztiere
konnen Glyphosatriickstdnde {iber das Futter aufnehmen, iiber die genaue Aufnahme-
menge und die Stoffwechselwege ist jedoch wenig bekannt. KRUGER et al. (2014) zeig-
ten Glyphosatriickstdnde von 15 bis 25 ng/g in verschiedenen Organen geschlachteter
Kiihe. Ziel dieser Studie war es daher, erstmalig den Einfluss von Glyphosat, in reiner
Form und in der Formulierung von Roundup, auf die /n-vitro-Maturation und weitere

Entwicklung boviner Oozyten zu untersuchen.

2 Material und Methoden

2.1 Sammlung der bovinen Kumulus-Qozyten-Komplexe

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit den in Deutschland geltenden rechtlichen
und ethischen Anforderungen durchgefiihrt. Es wurden keine Tiere zu Studienzwecken
euthanasiert. Die Proben wurden wéhrend des konventionellen Schlachtprozesses ent-
nommen. Schlachtpraktiken wurden geméfl der EU-Verordnung (EG) Nr. 1099/2009
zum Schutz von Tieren zum Zeitpunkt der Tétung (EU, 2009) eingehalten.

Die Ovarien von Kiihen wurden in einem Schlachthof entnommen. Kumulus-Oozyten-
Komplexe (KOK) wurden durch die Slicing-Methode gewonnen (ECKERT und NIE-
MANN, 1995) und morphologisch beurteilt. Nach den Kriterien von PAVLOK et al. (1992)
wurden die Kategorien 1 bis 3 verwendet. Die ausgewdhlten KOK (n = 30/Gruppe)
wurden in 250 pl Maturationsmedium ohne Oliiberschichtung iibertragen (ABELE et al.,
2012). Dem Maturationsmedium wurde Glyphosat (96 %, Sigma-Aldrich, Deutschland)
in Wirkstoffkonzentrationen von 1 pg/ml (G1) und 10 pg/ml (G10) zugesetzt. Das gly-
phosathaltige Herbizid Roundup (Roundup LB Plus, 360 g/l Glyphosat, Monsanto,
Deutschland) wurde dem Maturationsmedium ebenfalls in den gleichen Wirkstoffkon-
zentrationen von 1 pg/ml (GBH1) und 10 pg/ml (GBHI10) zugesetzt. Da die beiden
Konzentrationen nacheinander getestet wurden, gibt es zwei Kontrollgruppen ohne Zu-
satz. Eine Kontrollgruppe, die mit der Konzentration von 1 pg/ml (CON-1) verglichen
wurde, und eine Kontrollgruppe, die im Vergleich zur Konzentration von 10 pg/ml
(CON-10) untersucht wurde.

Die KOK reiften 24 Stunden bei 39°C und 5 % CO; im Inkubator.
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2.2 Maturationsraten

Nach der Maturation wurden die denudierten Oozyten (n = 30/Gruppe) mit 0,004 %
Hoechst bisbenzimid 33342 (Sigma-Aldrich, Deutschland), wie bereits beschrieben
(BLASCHKA et al., 2019), gefarbt, um die Metaphase II als Indikator flir die nukledre
Reifung nachzuweisen. Das Stadium der Metaphase II ist durch die Metaphaseplatte
und das ausgeschleuste erste Polkdrperchen charakterisiert. Fiir G1, GBH1 und CON-1
wurden sieben Replikate innerhalb von sechs Wochen analysiert. Fiir G10, GBH10 und
CON-10 wurden acht Replikate innerhalb von sechs Wochen analysiert.

2.3 Teilungs- und Entwicklungsraten

Nach der Maturation wurden die KOK (n = 30/Gruppe) nach STINSHOFF et al. (2011)
fertilisiert. Neunzehn Stunden spiter wurden die denudierten Zygoten fiir eine Woche
im Inkubator mit 5 % O, 5 % CO> und 39°C kultiviert, wie bereits beschrieben (STINS-
HOFF et al., 2011).

Die Teilungs- und Entwicklungsraten der Embryonen wurden am achten Tag der Kulti-
vierung morphologisch beurteilt und der prozentuale Anteil der Oozyten, die sich bis
zum Morula- und Blastozystenstadium entwickelt haben, wurde notiert. Die Raten von
G1, GBH1 und CON-1 wurden iiber einen Zeitraum von 18 Wochen mit 26 bis 33 Rep-
likaten vermerkt. Fiir G10, GBH10 und CON-10 wurden 23 bis 27 Replikate iiber einen

Zeitraum von 16 Wochen analysiert.

2.4 Lebend/Tot-Verhdltnis

Die Lebend/Tot-Farbung wurde nach STINSHOFF et al. (2011) am achten Tag der Kulti-
vierung an expandierten Blastozyten durchgefiihrt. Ethidium homodimer (Invitrogen,
USA) und Hoechst bisbenzimid 33342 wurden in Konzentrationen von 0,01 % bzw.
0,004 % eingesetzt, um zwischen intakten und toten Zellen zu unterscheiden. Die ex-
pandierten Blastozyten (n = 2-3/Gruppe) wurden wochentlich iiber einen Zeitraum von
vier bis fiinf Wochen gefarbt. Die Beurteilung der gefarbten Blastozysten fand mit Hilfe
des Fluoreszenzmikroskops Eclipse Ci (Nikon, Deutschland) statt. Die Zellzdhlung
wurde mit dem Bildbeurteilungsprogramm Fiji (Version 2.0.0-rc-69/1.52p, 2018,
ImagelJ) durchgefiihrt.
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2.5 Expression entwicklungsrelevanter Gene

Zur Isolierung der Gesamt-RNA wurden Kumuluszellen und Oozyten nach der Matura-
tion separiert und in phosphatgepufferter Kochsalzlosung (Sigma-Aldrich, Deutschland)
mit 0,1 % Polyvinylalkohol (Sigma-Aldrich, Deutschland) bei -80°C gelagert. Fiir jede
Versuchsgruppe wurden zwolf einzelne Eizellen und der entsprechende Kumulus unter-
sucht. Die Gesamt-RNA wurde, wie bereits beschrieben, mit TRIzol (Invitrogen, USA)
isoliert (MACABELLI et al., 2014). Die extrahierte RNA wurde in 10 ul RNAse-freiem
H>O aufgel6st und mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, USA) wurde nach den Anweisungen des Herstellers die reverse Transkrip-
tion durchgefiihrt. Die genomische DNA-Kontamination wurde durch Endpunkt-PCR
unter Verwendung von intron-libergreifenden Primern getestet, die fiir bone morphoge-
netic protein 15 (BMP15), estrogen receptor 1 (ESRI), hydroxy-delta-5-steroid dehyd-
rogenase (HSD3B1), nuclear progesterone receptor (PGR) and zygote arrest 1 (ZARI)
spezifisch sind.

Die relative Expression der Gentranskripte wurde mittels qPCR mit EvaGreen-
Detektion (Biotium, USA) ermittelt.

Growth differentiation factor 9 (GDF9), BMP15 und ZARI wurden untersucht, um die
Entwicklungskompetenz der Oozyten zu beurteilen. Da die Steroidsynthese fiir eine
vollstindige Eizellreifung unerldsslich ist (CARPINTERO et al., 2014), wurden die Ex-
pressionen von ESRI, PGR und HSD3B1 in den Kumuluszellen untersucht.

Die fiir die Normalisierung verwendeten Referenzgene waren trosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta (YWHAZ) und
peptidylprolyl isomerase A (PPIA).

Die Primerpaare fiir BMP15, ZARI und HSD3B1 wurden mit der Software Primer3 In-
put (Version 0.4.0) entworfen und ihre Spezifitdit wurde mit NCBI Primer-BLAST
iiberpriift. ESRI wurde auf der Grundlage von BLASCHKA et al. (2019) entworfen. Die
Primer fiir GDF9 und PGR wurden von BLASCHKA et al. (2019) iibernommen. Der
Vorwirts-Primer fiir YWHAZ wurde von HUGHES et al. (2015) entnommen, der Riick-
wirts-Primer wurde selbst entworfen. Die Primersequenzen fiir PP/4 wurden aus GAN-
GULY et al. (2012) verwendet. Alle fiir die qQPCR verwendeten Primer sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.
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Tab. 1. In der qPCR eingesetzte Oligonukleotide
Oligonucleotides used for gPCR

Gen Sequenz Fragment Primer  GenBank
(5'-3" Grofle Position Nummer
(bp)

BMPI15  f: AGTGGACACCCTAGGGAAAAC 202 241 NM 0010
r: GGTGGGAATGAGTTAGGTGA 442 31752

GDF9 f: TCCTTTGGTTTTGCTGCTTT 204 57 NM 1746
r: GTTCCCTGTGCCCATCATAC 260 81.2

ZARI f: GAGTGGAGGATATCACCTGC 215 989 NM 0010
r: TTCACAGTGGGACCTCAGTT 1203 76203.1

HSD3BI f: GCGAGAGACCATCATGAACG 192 383 NM 1743
r: TATGGGTATGGAGAGGACCA 574 43

PGR f: TACCTTAGGCCGGATTCAGA 197 1570 NM 0012
r: CAATCGTTTCTTCCAGCACA 1766 05356

ESRI f: GCCTCAAATCCATCATCTTGCT 91 1495 NM 0010
r: CGGTGGATGTGGTCCTTCT 1585 01443

PPIA f: ATGCTGGCCCCAACACAA 101 316 NM 1783
r: CCCTCTTTCACCTTGCCAAA 416 20.2

YWHAZ {f.CTACCGCTACTTGGCTGAGG 121 428 NM 1748
rrAGGATGTGTTGGTTGCATTTC 548 14.2

Jedes PCR-Fragment wurde nach Sanger sequenziert und an die entsprechende Refe-
renzsequenz angepasst. Die Spezifitit wurde vor den qPCR-Analysen durch Nucleotid-
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiPROGRAM=blastn&PAGE TYPE=
BlastSearch&LINK LOC=blasthome) bewertet, um die Amplifikation des korrekten
Gens sicherzustellen.

PCR-Produkte wurden unter Verwendung von 2 pul ¢cDNA (cDNA-Oozyten 1:2 ver-
diinnt), 5 mmol/l dNTPs (Roche, Schweiz), 10 umol/l jedes Primers (Sigma-Aldrich,
Deutschland), 0,5 pl EvaGreen und 1,5 U FastStart Tag-Polymerase in 1x PCR-Puffer
mit MgCl, und 1x GC-Losung (Roche, Schweiz) in einem Endvolumen von 25 pl
amplifiziert.

Die qPCR wurde in einem Stratagene Mx3005P Real-Time Cycler (Agilent, USA) mit
folgendem thermischen Profil durchgefiihrt: Denaturierung fiir 10 min bei 95°C, 38
Zyklen von 30 s bei 95°C, 30 s bei 58°C und 30 s bei 72°C. Auf die Amplifikation folg-
te eine Schmelzkurvenmessung mit 1 min bei 95°C, 30 s bei 70°C, Erwdrmung der Pro-
ben auf 95°C, wobei die Anderung der Fluoreszenz bei jedem Anstieg um 0,5°C gemes-

sen wurde.
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Die Amplifikationseffizienz wurde mit Hilfe von Standardkurven berechnet, die durch
acht fiinffach serielle Verdiinnungen bekannter Konzentrationen der Zielamplifikate
erzeugt wurden.

Jede Probe wurde in Dreifachbestimmung analysiert und die Proben wurden nach

PFAFFL (2001) quantifiziert.

2.6 Quantifizierung von Glyphosat und AMPA iiber HPLC-MS/MS

Die Maturationsmedien der Versuchsgruppen mit Glyphosat- bzw. Roundup-Zusatz
wurden nach 24-stlindiger Maturation mittels HPLC-MS/MS auf das Vorhandensein des
Wirkstoffs Glyphosat und seines Metaboliten AMPA untersucht.

Zusétzlich wurde von insgesamt 24 Kiithen vom Schlachthof {iber einen Zeitraum von
sechs Wochen Follikelfliissigkeit entnommen. Die Fliissigkeit wurde mittels HPLC-
MS/MS auf Glyphosat-Riickstinde untersucht, um eine frithere Exposition auszuschlie-
Ben.

Alle verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich (Deutsch-
land) gekauft, sofern nicht anders angegeben. Die Proben wurden nach ZOUAOUI et al.
(2013) mit leichten Modifikationen aufbereitet. Die Methode basiert auf einer Derivati-
sierung der Analyten mit Para-Toluolsulfonylchlorid (PTSCI), gefolgt von einer Fliis-
sig-Fliissig-Extraktion unter sauren Bedingungen, um die derivatisierten Produkte zu
konzentrieren.

Fiir die Deproteinisierung wurden 0,25 ml Acetonitril zu 1 ml der Probe des Maturati-
onsmediums und 0,5 ml Acetonitril zu 1 ml der Probe der Follikelfliissigkeit zugegeben.
Die Derivatisierung wurde durch Inkubation in 0,625 ml Probe mit 0,5 ml 0,4 M Phos-
phatpuffer mit pH 11 und 0,25 ml PTSCI (40 g/l in Acetonitril) fiir 15 min in einem
Ultraschallbad und weitere 15 min in einem Wasserbad bei 50°C durchgefiihrt. Nach
Zugabe von 0,5 ml 6 M Salzsdure wurden die PTSCI-Derivate von Glyphosat und AM-
PA in 4 ml Ethylacetat extrahiert. Uber Nacht wurden 3,5 ml des Extrakts mittels
Speedvac (Christ, Deutschland) getrocknet. Der Trockenriickstand wurde in 0,15 ml 20
mM Ammoniumformiatpuffer (pH 3) gelost. Die Proben wurden in ein Infinity-II-
Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographiesystem in Verbindung mit einem Agilent
6460 Triple-Quadrupol-Tandem-Massenspektrometer (Agilent, Deutschland) injiziert.

Zur externen Kalibrierung wurden zu Beginn des Extraktionsverfahrens nicht kontami-
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nierte Follikelfliissigkeit bzw. nicht kontaminiertes Maturationsmedium mit Glyphosat
und AMPA mit Konzentrationen von 50 bis 1000 ng/ml gespikt.

Es wurde eine Kinetex C18-Saule (2,5 x 100 mm, 2,5 um Partikelgrée) von Pheno-
menex (Deutschland) verwendet und ein linearer Gradient von 5 bis 98 % Methanol in
Wasser fiir 10 Minuten gefahren, wobei sowohl Wasser als auch Methanol mit 0,1 %
HPLC-MS-Ameisensdure angesduert wurden. Methanol in HPLC-MS-Qualitidt wurde
von Th. Geyer (Deutschland) gekauft und destilliertes Wasser wurde durch ein Arium-
Pro-Wassersystem (Sartorius, Deutschland) nochmals gereinigt. Fiir die Injektion wur-
den jeweils 20 ul der Proben verwendet und die Flussrate wurde auf 200 pl/min einge-
stellt.

Die Massentibergidnge wurden nach ZOUAOUI et al. (2013) ausgewdhlt. Der Quantifier
fiir Glyphosat betrug 322,2 — 278,2 und der Qualifier 322,2 — 155,3. Fiir AMPA wur-
de 264,0 — 63,0 als Quantifier und 264,0 — 81,1 als Qualifier festgelegt.

2.7 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit R (Version 3.4.4; R Development Core Team, 2018)
durchgefiihrt.

Die Maturationsraten, die Teilungs- und Entwicklungsraten, das Lebend/Tot-Verhiltnis,
und auch die relativen Expressionslevel der Gentranskripte zwischen den Behandlungen
innerhalb einer Konzentration wurden mittels ANOVA und anschlieBendem Tukey’s
HSD Test analysiert. Die Ergebnisse fiir die beiden jeweiligen Konzentrationen wurden
mit Hilfe eines linearen Regressionsmodells verglichen. Ein p-Wert < 0,05 wurde als

statistisch signifikant bewertet.

3 Ergebnisse

Sowohl die Maturations- als auch die Teilungs- und Entwicklungsraten der Versuchs-
gruppen zeigten, unabhéngig von den eingesetzten Konzentrationen, keine signifikanten

Unterschiede (Tab. 2 und Tab. 3).
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Tab. 2. Maturationsraten, Probenumfang (n), Mittelwert (M) und Standardabweichung

(SD)
Maturation rates, sample size (n), mean (M) and standard deviation (SD)
n M, % SD, %
G1t 186 67,17 7,81
GBHI1* 185 64,48 5,46
CON-18 167 63,03 5,43
Glot 223 66,57 5,83
GBHI10* 212 67,28 12,01
CON-108 221 62,49 7,21

TG1: Glyphosat-1 pg/ml, G10: Glyphosat-10 pg/ml

*GBH1: Glyphosathaltiges Herbizid-1 pg/ml, GBH10: Glyphosathaltiges Herbizid-10 pg/ml
SCON-1: Kontrolle-zugehorig zur 1 pg/ml Behandlung, CON-10: Kontrolle-zugehérig zur 10 pg/ml
Behandlung

Tab. 3. Teilungs- und Entwicklungsraten an Tag 8 der Kultivierung, Probenumfang (n),
Mittelwert (M) und Standardabweichung (SD)
Cleavage and development rates on day 8 of cultivation, sample size (n), mean

(M) and standard deviation (SD)

Teilung Entwicklung
n M, % SD, % M, % SD, %

G1t 810 55,36 8,28 21,84 8,31
GBHI1* 883 50,88 8,06 21,56 8,42
CON-18 736 56,73 10,46 23,60 8,31
Glot 685 56,31 11,86 28,86 14,69
GBHI10* 691 52,68 16,12 23,49 11,69
CON-108 604 57,43 11,42 25,21 12,61

TG1: Glyphosat-1 pg/ml, G10: Glyphosat-10 pg/ml

*GBH1: Glyphosathaltiges Herbizid-1 pg/ml, GBH10: Glyphosathaltiges Herbizid-10 pg/ml
SCON-1: Kontrolle-zugehorig zur 1 pg/ml Behandlung, CON-10: Kontrolle-zugehérig zur 10 pg/ml
Behandlung
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Auch das durchschnittliche Verhéltnis von lebenden zu toten Zellen gefarbter Blasto-
zysten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und den

Konzentrationen (Tab. 4).

Tab. 4. Lebend/Tot-Verhiltnis, Probenumfang (n), Mittelwert (M) und Standardabwei-

chung (SD)
Live/dead-ratio, sample size (n), mean (M) and standard deviation (SD)
n M SD

Gl1t 11 12,26 4,65
GBHI1* 10 12,60 6,00
CON-18 12 13,25 4,58
Glot 10 9,48 6,81
GBHI10* 10 14,08 6,98
CON-108 9 13,25 4,58

TG1: Glyphosat-1 pg/ml, G10: Glyphosat-10 pg/ml

*GBH1: Glyphosathaltiges Herbizid-1 pg/ml, GBH10: Glyphosathaltiges Herbizid-10 pug/ml
SCON-1: Kontrolle-zugehérig zur 1 pg/ml Behandlung, CON-10: Kontrolle-zugehérig zur 10 pg/ml
Behandlung

Die Standardkurven aller Gene wiesen Effizienzen im Bereich von 94,7 % bis 100,8 %
und Steigungen im Bereich von -3,30 bis -3,46 auf. Alle untersuchten entwicklungsre-
levanten Gene waren in Oozyten oder Kumuluszellen nachweisbar und konnten quanti-
fiziert werden.

BMP15 wurde in Eizellen der Gruppe GBHI10 im Vergleich zu CON-10 signifikant ho-
her exprimiert (p < 0,05). Fiir die Gruppe G10 wurden im Vergleich zu den beiden an-
deren Gruppen keine Unterschiede beobachtet (Abb. 1).
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Abb. 1. BMP15-Expressionslevel in bovinen Oozyten.

Die Abbildung zeigt die BMPI15-Expressionslevel der Versuchsgruppen mit den Zusitzen von
10 pg/ml reinem Glyphosat (G10), 10 pg/ml glyphosathaltigem Herbizid (GBH10) und der Kontrol-
le (CON-10). Es wurden jeweils zwolf Oozyten in Dreifachbestimmung analysiert. *°p < 0.05.
Expression of BMP15 in bovine oocytes. The figure shows the expression levels of bone morphoge-
netic protein 15 (BMP15) for the test groups with 10 pg/ml pure glyphosate added (G10), 10 ug/ml
glyphosate-based herbicide added (GBH10) and the control (CON-10). Twelve oocytes were analy-

zed in triple determination. *p < 0.05.

Im Vergleich zur Gruppe CON-10 wurde ZAR!I in den Eizellen der Gruppen G10
(p <0,01) und GBH10 (p < 0,001) signifikant hoher exprimiert (Abb. 2).
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Abb. 2. ZARI-Expressionslevel in bovinen Oozyten.

Die Abbildung zeigt die ZARI-Expressionslevel der Versuchsgruppen mit den Zusdtzen von
10 pg/ml reinem Glyphosat (G10), 10 pg/ml glyphosathaltigem Herbizid (GBH10) und der Kontrol-
le (CON-10). Es wurden jeweils zwolf Oozyten in Dreifachbestimmung analysiert. *°p < 0.01.
Expression of ZARI in bovine oocytes. The figure shows the expression levels of zygote arrest 1
(ZAR1) for the test groups with 10 pg/ml pure glyphosate added (G10), 10 pg/ml glyphosate-based
herbicide added (GBH10) and the control (CON-10). Twelve oocytes were analyzed in triple deter-

mination. **p < 0.01.

Auch die relative Expression von ZARI zeigte keine Unterschiede zwischen G10 und
GBH10. Die Expression von GDF9 wurde durch keine der Behandlungen beeinflusst.

In Kumuluszellen war die relative Expression von ESR/ in der Gruppe G10 signifikant
hoher als in CON-10 (p < 0,05). Die Gruppe GBH10 zeigte keine Unterschiede im Ver-
gleich zu den anderen Gruppen (Abb. 3).
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Abb. 3. ESRI-Expressionslevel in bovinen Oozyten.

Die Abbildung zeigt die ESRI-Expressionslevel der Versuchsgruppen mit den Zusdtzen von
10 pg/ml reinem Glyphosat (G10), 10 pg/ml glyphosathaltigem Herbizid (GBH10) und der Kontrol-
le (CON-10). Es wurden jeweils zwolf Oozyten in Dreifachbestimmung analysiert. *°p < 0.05.
Expression of ESR/ in bovine cumulus cells.

The figure shows the expression levels of estrogen receptor 1 (ESRI) for the test groups with
10 pg/ml pure glyphosate added (G10), 10 pg/ml glyphosate-based herbicide added (GBH10) and
the control (CON-10). The corresponding cumulus cells of twelve oocytes were analyzed in triple

determination. ®p < 0.05.

Fir PGR und HSD3B1 wurden keine Expressionsunterschiede in den Kumuluszellen
festgestellt.

Glyphosat konnte auch nach 24-stiindiger Reifung stabil im Maturationsmedium nach-
gewiesen werden.

Weder Glyphosat noch der Hauptmetabolit AMPA wurden in den beprobten Follikel-

fliissigkeiten nachgewiesen.

4 Diskussion

Mit der vorliegenden Studie wurde erstmalig der Einfluss von Glyphosat auf die Matu-

ration und weitere Entwicklung boviner Oozyten in vitro untersucht. Beschrieben wur-
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den dabei die fiir die Entwicklungskompetenz der spiteren Embryonen essentielle Ma-
turation, sowie die friihe Embryonalentwicklung bis zum achten Tag der Kultivierung.
Der konstante Verbleib des Wirkstoffes im Medium wéhrend der 24-stiindigen Reifung
der Eizellen wurde durch eine Analyse des Mediums mittels HPLC-MS/MS {iberpriift.
Bei der Maturationskontrolle mittels Hoechst-Férbung zeigte der Zusatz von Glyphosat
bzw. Roundup zum Medium hierbei keine Auswirkungen auf die Maturationsraten der
Oozyten. SLABY et al. (2019) und ZHANG et al. (2019) kamen in ihren Studien zu kont-
raren Ergebnissen. Glyphosat und Roundup fiihrten zu spontanen Maturationen und
Anomalien des Spindelapparats in Oozyten von Xenopus laevis (SLABY et al. 2019)
oder zur Apoptose in Miuseoozyten (ZHANG et al. 2019). Allerdings ist zu beachten,
dass in diesen Studien supraphysiologische Wirkstoffkonzentrationen, némlich
85 ug/ml (ZHANG et al. 2019) und bis zu 250 pg/ml (SLABY et al. 2019), verwendet
wurden und somit die Vergleichbarkeit mit unserer Studie sehr einschrinkt ist. In unse-
rem Versuch konnten fiir die Teilungs- und Entwicklungsraten an Tag 8 keine Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen und den Konzentrationen festgestellt werden.
Die Entwicklungsraten aller Versuchsgruppen waren in einem fiir die IVP zufriedenstel-
lenden Bereich. Die Lebend/Tot-Féarbung der expandierten Blastozysten zeigte ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede und liel damit auf einen gleichen Entwicklungsstand
aller Versuchsgruppen schlie3en.

In der vorliegenden Studie waren die hoheren Expressionen der Gene BMP15, ZARI
und ESRI nach Zugabe von Glyphosat und/oder Roundup im Vergleich zur jeweiligen
Kontrollgruppe auffallend.

UREN WEBSTER et al. (2014) zeigten eine hohere Expression von ESR/ im Zebrafisch-
Ovar nach Zugabe von Roundup im Vergleich zum reinen Glyphosat. In dieser /n-vivo-
Studie nahmen die Autoren an, dass die Formulierungszusitze in Roundup die Genex-
pression beeinflussen konnten. Sie vermuteten kompensatorische Mechanismen hinter
der hoheren Expression (UREN WEBSTER et al. 2014). Obwohl wir in vitro die gleiche
Konzentration wie UREN WEBSTER et al. (2014) in vivo verwendet haben, konnten wir
die Unterschiede in den ESR/-Expressionen zwischen der Glyphosat- und der Roundup-
Gruppe nicht bestdtigen. Allerdings lagen die relativen mRNA-Expressionen der Gly-
phosat- und der Roundup-Gruppe fiir alle Gene, die signifikante Unterschiede zeigten,
iiber der Kontrollgruppe. Dies konnte auf kompensatorische Effekte innerhalb der Eizel-

len hinweisen.
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Eine weitere Studie von MESNAGE et al. (2017) zeigte eine Aktivierung von ESRI nach
Zugabe von Wirkstoffkonzentrationen > 10 pg/ml. Die Autoren haben keinen Unter-
schied zwischen reinem Glyphosat und verschiedenen Herbizidformulierungen gefun-
den (MESNAGE ef al. 2017), was mit unseren Ergebnissen iibereinstimmt. Sie vermute-
ten hinter der hoheren Expression von ESRI ebenfalls einen Kompensationseffekt und
damit einhergehend eine vermehrte Proliferation (MESNAGE et al. 2017).

Im Gegensatz zu den eben angefiihrten Expressionsstudien, stellten VARAYOUD et al.
(2017) eine verminderte Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren fest, be-
obachteten aber auch unterschiedliche Tendenzen in Abhédngigkeit von der Wirkstoff-
konzentration des Herbizids (VARAYOUD et al. 2017). ALARCON et al. (2019) konnten
ebenfalls keinen Einfluss von Roundup auf die Expression von BMP15, ESRI und PGR
in Ldmmerovarien nachweisen, jedoch eine verminderte GDF9-Expression. Im Ratten-
hoden wurden keine Effekte von Glyphosat und Roundup auf die Expression von
HSD3B1 beobachtet (JOHANSSON et al. 2018).

Die signifikanten Expressionsunterschiede, die in der vorliegenden Studie in Eizellen
und Kumuluszellen gezeigt wurden, variierten im Durchschnitt zwischen 0,21 und ma-
ximal 0,56 und lagen somit in einem relativ engen Bereich. Daher sollten sich weitere
Studien auf eine erhohte Probenzahl konzentrieren und sowohl andere entwicklungsre-
levante Gene als auch hohere Konzentrationen in Betracht ziehen, um eine differenzier-
tere Aussage treffen zu konnen.

In der vorliegenden Studie wurde die Expression entwicklungsrelevanter Gene nach
Zugabe von 1 pg/ml nicht bestimmt, da unter Bertlicksichtigung der weiteren Ergebnisse
aus der IVP nach Zugabe von 1ug/ml von noch geringeren Expressionsunterschieden
ausgegangen wurde, wie auch bereits in anderen Studien beschrieben (MESNAGE et al.
2017; VARAYOUD et al. 2017).

Uber die Auswirkungen von Glyphosat auf die Aromatase (CYP19A41)-Aktivitit und die
Expression des steroidogenic acute regulatory (STAR)-Proteins wurde in der Literatur
ebenfalls berichtet (WALSH et al. 2000; RICHARD et al. 2005). CYP19A41 und STAR wa-
ren in den Proben dieser Untersuchung allerdings nicht nachweisbar.

In unserer Studie wurden keine Riickstinde von Glyphosat oder AMPA in der Follikel-
fliissigkeit der getesteten Kiihe nachgewiesen. Die in das Maturationsmedium einge-
setzten Eizellen waren also nicht mit Glyphosat vorbelastet, so dass sie nur den hier
verwendeten Konzentrationen ausgesetzt waren. Die Proben wurden von geschlachte-

ten, konventionell aufgezogenen Rindern gewonnen. Diese Rinder haben mdglicher-
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weise iiber die Flitterung Glyphosatreste aufgenommen. Es konnten diese Riickstdnde
jedoch nicht in den Eierstocken der Kiihe wiedergefunden werden. Dies steht im Wider-
spruch zu den Ergebnissen von KRUGER et al. (2014), die Riickstdnde in anderen Orga-
nen gefunden haben.

Es ist zu beriicksichtigen, dass die Nachweisgrenze in der vorliegenden Studie noch
relativ hoch und die Anzahl der getesteten Kiihe mit 24 Tieren relativ gering ist.

Zur Wirkung von Glyphosat als endokriner Disruptor, wie in anderen Studien ange-
nommen (RICHARD et al. 2005; GASNIER et al. 2009), sind mit den Ergebnissen der vor-
liegenden Untersuchung keine Aussagen moglich. Die vorhandenen Studien zu dieser
Fragestellung lieferten kein einheitliches Ergebnis und sind stark vom Studiendesign,
insbesondere von der Art der untersuchten Proben und den verwendeten Konzentratio-
nen abhingig.

Zusammenfassend zeigten sowohl die Maturationsraten, die Teilungs- und Entwick-
lungsraten als auch das Lebend/Tot-Verhéltnis der gefarbten Zellen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und den eingesetzten Konzentrationen.
Allerdings wurden signifikant hohere Expressionen der Gene BMP15, ZARI und ESR1
nach Zugabe des Wirkstoffes Glyphosat nachgewiesen. Weitere Untersuchungen sind
hier nétig, um Ursachen und Folgen dieser Aktivierung abschétzen zu kénnen.

Unter Beriicksichtigung aller in dieser Studie durchgefiihrten Analysen, konnte kein
negativer Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die Maturation und weitere Entwick-
lung boviner Oozyten bzw. Embryonen festgestellt werden. Eine unterschiedliche Wir-
kung von Roundup im Vergleich zum reinen Wirkstoff konnte ebenfalls nicht ermittelt

werden.

Danksagung

Wir danken H. Hellmold, D. Teuteberg und M. Vopel fiir die Probensammlung und die
hervorragende Unterstiitzung im Labor und der H. Wilhelm Schaumann Stiftung fiir die

finanzielle Forderung.

Literatur

ABELE, E., H. STINSHOFF, A. HANSTEDT, S. WILKENING, S. MEINECKE-TILLMANN, and

C. WRENZYCKI (2012): Influence of selected (pre-)maturational parameters on in

85



Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat

vitro development and sex distribution of bovine embryos. Zygote 22, 41-49.
doi:10.1017/S0967199412000275.

ALARCON, R., P. I. INGARAMO, O. E. RIVERA, G. H. DIOGUARDI, M. R. REPETTI, L. D.
DEMONTE, M. M. MILESI, J. VARAYOUD, M. MUNOZ-DE-TORO, and E. H.
LUQUE (2019): Neonatal exposure to a glyphosate-based herbicide alters the
histofunctional differentiation of the ovaries and uterus in lambs. Mol. Cell.
Endocrinol 482, 45-56. doi:10.1016/j.mce.2018.12.007.

BENBROOK, C. M. (2016): Trends in glyphosate herbicide use in the United States and
globally. Environ. Sci. Eur 28, 1-15. do0i:10.1186/s12302-016-0070-0.

BrAscHKA, C., A. SANCHEz-GuDJO, B. ZIMMER, J. STOHR, F. KOTARSKI, H.
GROTHMANN, M. F. HARTMANN, S. A. WuDY, and C. WRENZYCKI (2019):
Temporal expression pattern of steroid-metabolizing enzymes in bovine COC
during in vitro maturation employing different gonadotropin concentrations.
Theriogenology 131, 182—192. doi:10.1016/j.theriogenology.2019.03.028.

BVL (2017): Federal Office of Consumer Protection and Food Safety: Sales of plant
protection products in the Federal Republic of Germany. Available from:
https://www.bvl.bund.de/psmstatistiken

CARPINTERO, N. L., O. A. SUAREZ, C. C. MANGAS, C. G. VAREA, and R. G. RiojA
(2014): Follicular steroid hormones as markers of oocyte quality and oocyte
development potential. J. Hum. Reprod. Sci. 7, 187-193. doi:10.4103/0974-
1208.142479.

ECKERT, J., and H. NIEMANN (1995): In vitro maturation, fertilization and culture to
blastocysts of bovine oocytes in protein-free media. Theriogenology 43, 1211—
25. doi:10.1016/0093-691x(95)00093-n.

EU (2009): COUNCIL REGULATION (EC) No 1099/2009 of 24 September 2009 on
the protection of animals at the time of killing. Off. J. Eur. Union: 1-30.

GANGULY, I., G. K. GAUR, S. KUMAR, D. K. MANDAL, M. KUMAR, U. SINGH, and A.
SHARMA (2012): Differential expression of protamine 1 and 2 genes in mature
spermatozoa of normal and motility impaired semen producing crossbred
Frieswal (HFxSahiwal) bulls. Res. Vet. Sci. 94, 256-262.
doi:10.1016/j.rvsc.2012.09.001.

GASNIER, C., C. DUMONT, N. BENACHOUR, E. CLAIR, M. C. CHAGNON, and G. E.
SERALINI  (2009): Glyphosate-based herbicides are toxic and endocrine

disruptors in human cell lines. Toxicology 262, 184—191.

86



Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat

doi:10.1016/j.t0x.2009.06.006.

HUGHES, L., R. CARTON, S. MINGUZzzZI, G. MCENTEE, E. E. DEINUM, M. J. O’CONNELL,
and A. PARLE-MCDERMOTT (2015): An active second dihydrofolate reductase
enzyme is not a feature of rat and mouse, but they do have activity in their
mitochondria. FEBS Lett. 589, 1855—1862. doi:10.1016/j.febslet.2015.05.017.

JOHANSSON, H. K. L., C. L. SCHWARTZ, L. N. NIELSEN, J. BOBERG, A. M. VINGGAARD,
M. 1. BAHL, and T. SVINGEN (2018): Exposure to a glyphosate-based herbicide
formulation, but not glyphosate alone, has only minor effects on adult rat testis.
Reprod. Toxicol. 82, 25-31. doi:10.1016/j.reprotox.2018.09.008.

KRUGER, M., P. SCHLEDORN, W. SCHRODL, H.-W. HopPE, W. LUTZ, and A. A.
SHEHATA (2014): Detection of Glyphosate Residues in Animals and Humans. J.
Environ. Anal. Toxicol. 04. doi:10.4172/2161-0525.1000210.

MACABELLI, C. H., R. M. FERREIRA, L. U. GIMENES, N. A. T. DE CARVALHO, J. G.
SOARES, H. AYRES, M. L. FERRAZ, Y. F. WATANABE, O. Y. WATANABE, J. R.
SANGALLI, L. C. SMITH, P. S. BARUSELLI, F. V. MEIRELLES, and M. R.
CHIARATTI (2014): Reference gene selection for gene expression analysis of
oocytes collected from dairy cattle and buffaloes during winter and summer.
PLoS One 9, 13-21. doi:10.1371/journal.pone.0093287.

MESNAGE, R., A. PHEDONOS, M. BISERNI, M. ARNO, S. BALU, J. C. CORTON, R.
UGARTE, and M. N. ANTONIOU (2017): Evaluation of estrogen receptor alpha
activation by glyphosate-based herbicide constituents. Food Chem. Toxicol. 108,
30-42. doi:10.1016/j.£ct.2017.07.025.

PAGANELLI, A., V. GNAZzZO, H. ACOSTA, S. L. LOPEZ, and A. E. CARRASCO (2010):
Glyphosate-based herbicides produce teratogenic effects on vertebrates by
impairing retinoic acid signaling. Chem. Res. Toxicol. 23, 1586-1595.
doi:10.1021/tx1001749.

PAVLOK, A., A. LUCAS-HAHN, and H. NIEMANN (1992): Fertilization and
developmental competence of bovine oocytes derived from different categories
of antral follicles. Mol. Reprod. Dev. 31, 63—67. doi:10.1002/mrd.1080310111.

PEREGO, M. C., F. CaLONI, C. CoOrRTINOVIS, L. F. ScHUTZ, M. ALBONICO, D.
TSUZUKIBASHI, and L. J. SPICER (2017): Influence of a Roundup formulation on
glyphosate effects on steroidogenesis and proliferation of bovine granulosa cells
in vitro. Chemosphere 188, 274-279. doi:10.1016/j.chemosphere.2017.09.007.

PFAFFL, M. W. (2001): A new mathematical model for relative quantification in real-

87



Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat

time RT-PCR. Nucleic Acids Res. 29, e45. doi:10.1093/nar/29.9.e45.

RICHARD, S., S. MOSLEMI, H. SIPAHUTAR, N. BENACHOUR, and G. E. SERALINI (2005):
Differential effects of glyphosate and roundup on human placental cells and
aromatase. Environ. Health Perspect. 113, 716—720. doi:10.1289/ehp.7728.

SLABY, S., P. TITRAN, G. MARCHAND, J. HANOTEL, A. LESCUYER, A. LEPRETRE, J. F.
BODART, M. MARIN, and S. LEMIERE (2019): Effects of glyphosate and a
commercial formulation Roundup® exposures on maturation of Xenopus laevis
oocytes. Environ. Sci. Pollut. Res. 27, 3697-3705. doi:10.1007/s11356-019-
04596-2.

STINSHOFF, H., S. WILKENING, A. HANSTEDT, K. BRUNING, and C. WRENZYCKI (2011):
Cryopreservation affects the quality of in vitro produced bovine embryos at the
molecular level. Theriogenology 76, 1433—41.
doi:10.1016/j.theriogenology.2011.06.013.

UREN WEBSTER, T. M., L. V. LAING, H. FLORANCE, and E. M. SANTOS (2014): Effects
of glyphosate and its formulation, roundup, on reproduction in zebrafish (Danio
rerio). Environ. Sci. Technol. 48, 1271-1279. doi:10.1021/es404258h.

VARAYOUD, J., M. DURANDO, J. G. RAMOS, M. M. MILESI, P. 1. INGARAMO, M.
MUuUNOz-DE-TORO, and E. H. LUQUE (2017): Effects of a glyphosate-based
herbicide on the uterus of adult ovariectomized rats. Environ. Toxicol. 32, 1191—
1201. doi:10.1002/t0x.22316.

WALSH, L. P., C. McCORMICK, C. MARTIN, and D. M. Stocco (2000): Roundup
inhibits steroidogenesis by disrupting steroidogenic acute regulatory (StAR)
protein expression. Environ. Health Perspect. 108, 769—776.
doi:10.1289/ehp.00108769.

ZHANG, J.-W., D.-Q. XU, and X.-Z. FENG (2019): The toxic effects and possible
mechanisms of glyphosate on mouse oocytes. Chemosphere 237, 124435.
doi:10.1016/j.chemosphere.2019.124435.

ZouAoul, K., S. DULAURENT, J. M. GAULIER, C. MOESCH, and G. LACHATRE (2013):
Determination of glyphosate and AMPA in blood and urine from humans: About
13 cases of acute intoxication. Forensic Sci. Int. 226, 20-25.

doi:10.1016/j.forsciint.2012.12.010.

88



Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat

4.5 Diskussion

Unsere Studie untersuchte erstmalig den Einfluss von Glyphosat auf die Maturation und
die weitere Entwicklung boviner Oozyten in vitro.

Glyphosat und Roundup wurden dem Maturationsmedium in zwei unterschiedlichen
Konzentrationen zugesetzt. Diese wurden in Anlehnung an andere Studien und unter
Beriicksichtigung verschiedener Grenzwerte festgelegt:

Perego et al. (2017) untersuchten den Einfluss von Glyphosat und Roundup auf die Ste-
roidogenese und Proliferation boviner Granulosazellen in vitro (Perego et al. 2017). Sie
setzten dabei in verschiedenen Teilversuchen Wirkstoffkonzentrationen von 0,1 bis
300 pg/ml ein (Perego et al. 2017). Eine weitere Studie, an der wir uns zur Auswahl der
Konzentrationen orientierten, war die Untersuchung von Kriiger ef al. (2014) zu Gly-
phosatriickstinden in Organen am Schlachthof. Sie fanden Riickstinde von 15 bis
25 ng/g in Leber, Niere, Lunge, Milz und Muskeln geschlachteter Kiihe (Kriiger et al.
2014). Landwirtschaftliche Nutztiere nehmen Glyphosat wahrscheinlich iiber das Futter
auf, deshalb sollten die Riickstandsgrenzwerte in Futtermitteln beriicksichtigt werden.
Diese sind durch die EU festgeschrieben und liegen fiir Soja und die meisten Getreide-
arten zwischen 10 und 20 mg/kg (EC 2012). Da, wie oben bereits erwédhnt, bisher wenig
iiber die genaue Aufnahme und Metabolisierung von Glyphosat durch das Tier bekannt
ist, konnten die verwendeten Konzentrationen nur abgeschitzt werden. Ziel war es da-
bei, diese in einem physiologisch mdglichen Bereich zu halten.

Der konstante Verbleib des Wirkstoffes im Medium wéhrend der 24-stlindigen Reifung
der Eizellen wurde durch eine Analyse des Mediums mittels HPLC-MS/MS {iberpriift.

Bei der Maturationskontrolle mittels Hoechst-Féarbung zeigte der Zusatz von Glyphosat
bzw. Roundup zum Medium keine Auswirkungen auf die Maturationsraten der Oozy-
ten. Slaby et al. (2019) und Zhang et al. (2019) kamen in ithren Studien zu kontrdren
Ergebnissen. Glyphosat und Roundup fiihrten zu spontanen Maturationen und Anoma-
lien des Spindelapparats in Oozyten von Xenopus laevis (Slaby et al. 2019) oder zur
Apoptose in Mduseoozyten (Zhang et al. 2019). Allerdings ist zu beachten, dass in die-
sen Studien supraphysiologische Wirkstoffkonzentrationen, ndmlich 500 uM (Zhang et
al. 2019) und bis zu 1480 uM (Slaby et al. 2019), verwendet wurden und somit die
Vergleichbarkeit mit unserer Studie sehr einschréankt ist. Eine gute Vergleichbarkeit ist

allerdings mit der Studie von Blad-Stahl et al. (2020) gegeben. Hier wurde in einem
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dhnlichen Versuchsaufbau die Entwicklung von Oozyten bzw. Embryonen nach Zugabe
von 30 und 300 pug/ml Roundup zum Maturationsmedium untersucht. Die Maturations-
raten zeigten in diesem Versuch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Grup-
pen. Nach dem Zusatz von 30 pg/ml Roundup fielen auch die Teilungs- und Entwick-
lungsraten der Embryonen ohne signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle
aus. Allerdings fielen diese Raten nach Zugabe von 300 pg/ml Roundup signifikant
niedriger aus, was ebenfalls darauf hindeutet, dass auch diese Konzentration nicht mehr
physiologisch ist (Blad-Stahl et al. 2020).

In unserem Versuch konnten fiir die Teilungs- und Entwicklungsraten an Tag 8 keine
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und den Konzentrationen festgestellt wer-
den. Die Entwicklungsraten aller Versuchsgruppen waren in einem fiir die IVP zuftie-
denstellenden Bereich. Nach Zusatz von Roundup lagen die Teilungs- und Entwick-
lungsraten allerdings etwas unterhalb derer der anderen beiden Versuchsgruppen, zeig-
ten aber keine signifikanten Unterschiede. Die Lebend-Tot-Farbung der expandierten
Blastozysten zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede und liel damit auf einen
gleichen Entwicklungsstand aller Versuchsgruppen zuriickschlieBen. Zu beachten ist,
das Glyphosat und Roundup ausschlieSlich dem Maturationsmedium zugesetzt wurden.

Fiir Fertilisation und Kultur erfolgte kein erneuter Zusatz.

In der vorliegenden Studie waren die hoheren Expressionen der Gene bone morphoge-
netic protein 15 (BMP15), zygote arrest 1 (ZAR1) und estrogen receptor 1 (ESRI) nach
Zugabe von Glyphosat und/oder Roundup im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe
auffallend.

Alle in der Studie untersuchten Gene sind fiir die Entwicklung des Kumulus-Oozyten-
Komplexes relevant. Um Riickschliisse auf die Entwicklungskompetenz der Oozyte
ziehen zu konnen, wurden die relativen Expressionen von BMP15, growth differentiati-
on factor 9 (GDF9) und ZARI ermittelt. BMP15 und GDF9 spielen als Wachstumsfak-
toren bei der zytoplasmatischen Reifung eine wichtige Rolle (McGrath et al. 1995; Yan
et al. 2001), wahrend ZARI an der Regulierung des maternalen Transkriptoms und der
translationalen Aktivierung in maturierenden Oozyten mitwirkt (Rong et al. 2019). Au-
erdem wurden die Expressionen der an der Steroidsynthese beteiligten Gene ESRI,
hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase (HSD3B1) und nuclear progesterone receptor
(PGR) in Kumuluszellen untersucht (Ireland ef al. 2009; Salhab et al. 2011; Fair &
Lonergan 2012; Liu et al. 2017).
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Uren Webster et al. (2014) zeigten eine hohere Expression von ESRI im Zebrafisch-
Ovar nach Zugabe von Roundup im Vergleich zum reinen Glyphosat. In dieser /n-vivo-
Studie nahmen die Autoren an, dass die Formulierungszusitze in Roundup die Genex-
pression beeinflussen konnten. Sie vermuteten kompensatorische Mechanismen hinter
der hoheren Expression (Uren Webster et al. 2014). Obwohl wir in vitro die gleiche
Konzentration wie Uren Webster ef al. (2014) in vivo verwendet haben, konnten wir die
Unterschiede in den ESRI-Expressionen zwischen der Glyphosat- und der Roundup-
Gruppe nicht bestétigen. Zu beachten ist aber die eingeschrankte Vergleichbarkeit von
In-vivo- und In-vitro-Studien aufgrund mdéglicher Unterschiede in physiologischen Pro-
zessen. Allerdings lagen die relativen mRNA-Expressionen der Glyphosat- und der
Roundup-Gruppe fiir alle Gene, die signifikante Unterschiede zeigten, iiber der Kon-
trollgruppe. Dies konnte auf kompensatorische Effekte innerhalb der Oozyten hinwei-
sen.

Eine weitere Studie von Mesnage et al. (2017) zeigte eine Aktivierung von ESR/ nach
Zugabe von Wirkstoffkonzentrationen > 10.000 ug/l. Die Autoren haben keinen Unter-
schied zwischen reinem Glyphosat und verschiedenen Herbizidformulierungen gefun-
den (Mesnage et al. 2017), was mit unseren Ergebnissen iibereinstimmt. Mesnage et al.
(2017) wiesen eine lediglich schwache Interaktion zwischen Glyphosat und dem Ostro-
genrezeptor nach. Sie zeigten, dass Glyphosat nicht auf die gleiche Weise wirkt wie
Ostradiol und die Aktivierung von ESRI somit ligandenunabhiingig vermittelt sein muss
(Mesnage et al. 2017). Sie vermuteten hinter der hoheren Expression von ESRI eben-
falls einen Kompensationseffekt und damit einhergehend eine vermehrte Proliferation
(Mesnage et al. 2017). Ob dies wiederum eine erhohte Kanzerogenitit bedingen konnte,
muss in Folgestudien abgeschitzt werden. Blad-Stahl ez al. (2020) stellten nach Zugabe
von 300 pg/ml Roundup zum Maturationsmedium signifikant erhohte Progesteron- und
Ostradiolkonzentrationen im Medium fest. Ob es hier einen Zusammenhang zwischen
hoheren Genexpressionen und erhohten Steroidkonzentrationen gibt, muss ebenfalls
weiterfiihrend untersucht werden. Im vorliegenden Versuch wurde die IVM ohne Ol-
iiberschichtung durchgefiihrt und das Maturationsmedium gesammelt, so dass dieses
unmittelbar zur weiteren Analyse zur Verfiigung steht.

Im Gegensatz zu den eben angefiihrten Expressionsstudien, stellten Varayoud et al.
(2017) eine verminderte Expression von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren fest, be-
obachteten aber auch unterschiedliche Tendenzen in Abhédngigkeit von der Wirkstoft-

konzentration des Herbizids (Varayoud et al. 2017). Alarcon et al. (2019) konnten eben-
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falls keinen Einfluss von Roundup auf die Expression von BMP15, ESRI und PGR in
Lammerovarien nachweisen, jedoch eine verminderte GDF9-Expression. Im Rattenho-
den wurden keine Effekte von Glyphosat und Roundup auf die Expression von HSD3B1
beobachtet (Johansson et al. 2018).

Die Expressionsanalysen nach Zugabe des Wirkstoffes Glyphosat fallen in der Literatur
also keinesfalls einheitlich aus. Auch die moglichen Folgen einer erhohten Expression
konnen noch nicht ausreichend abgeschitzt werden. Auf die Entwicklung boviner
Oozyten bzw. Embryonen in vitro zeigten sich in unserer Studie keine negativen Aus-
wirkungen. Allerdings stellt die Studie nur die Entwicklung der Embryonen bis Tag 8
der Kultivierung dar. Um Folgeschidden ausschlieBen zu konnen, miissten die erzeugten
Embryonen transferiert und die Entwicklung bis zur Geburt bzw. dariiber hinaus beo-
bachtet werden. Auch sollte der Einfluss von Glyphosat auf Implantation und Plazenta-
tion weiterfiihrend untersucht werden. Hier liefern erste Studien bereits Anhaltspunkte
fiir eine mogliche Stérung dieser Abldufe (z.B. Ingaramo et al. 2016). In vitro wére da-
zu in Ergdnzung zu unserem Versuch eine Differentialfirbung zur Bestimmung der in-
neren Zellmasse und des Trophektoderms moglich. Allgemein ist bei der Durchfiihrung
und Interpretation von In-vitro-Studien allerdings die eingeschrinkte Vergleichbarkeit
zu In-vivo-Studien aufgrund moglicherweise unterschiedlicher physiologischer Prozesse
zu berticksichtigen.

Die signifikanten Expressionsunterschiede, die in unserer Studie in Oozyten und Kumu-
luszellen gezeigt wurden, variierten im Durchschnitt zwischen 0,21 und maximal 0,56
und lagen somit in einem relativ engen Bereich. Daher sollten sich weitere Studien auf
eine erh6hte Probenzahl konzentrieren und sowohl andere entwicklungsrelevante Gene
als auch hohere Konzentrationen in Betracht ziehen, um eine differenziertere Aussage
treffen zu konnen.

In der vorliegenden Studie haben wir die Expression entwicklungsrelevanter Gene nach
Zugabe von 1 pg/ml nicht bestimmt, da wir unter Beriicksichtigung der weiteren Ergeb-
nisse aus der IVP nach Zugabe von 1 pg/ml von noch geringeren Expressionsunter-
schieden ausgegangen sind, wie auch bereits in anderen Studien beschrieben (Mesnage
et al. 2017; Varayoud et al. 2017).

Uber die Auswirkungen von Glyphosat auf die Aromatase (CYP19A41)-Aktivitit und die
Expression des steroidogenic acute regulatory (STAR)-Proteins wurde in der Literatur
ebenfalls berichtet (Walsh et al. 2000; Richard et al. 2005). CYP19A41 und STAR waren

in unseren Proben allerdings nicht nachweisbar.
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In unserer Studie wurden keine Riickstinde von Glyphosat oder AMPA in der Follikel-
fliissigkeit der getesteten Kiihe nachgewiesen. Die in das Maturationsmedium einge-
setzten Eizellen waren also nicht mit Glyphosat vorbelastet, so dass sie nur den hier
verwendeten Konzentrationen ausgesetzt waren. Die Proben wurden von geschlachte-
ten, konventionell aufgezogenen Rindern gewonnen. Diese Rinder haben mdglicher-
weise iiber die Fiitterung Glyphosatreste aufgenommen. Wir konnten diese Riickstdnde
jedoch nicht in den Eierstocken der Kiithe wiederfinden. Dies steht im Widerspruch zu
den Ergebnissen von Kriiger et al. (2014), die Riickstidnde in anderen Organen gefunden
haben.

Es ist zu beriicksichtigen, dass die Nachweisgrenze in der vorliegenden Studie noch
relativ hoch und die Anzahl der getesteten Kiihe mit 24 Tieren relativ gering ist. Weite-
re Untersuchungen, z.B. mit einer hoheren Anzahl getesteter Kiihe und einem Vergleich
zwischen Monogastriden und Wiederkduern und verschiedenen Organen sind erforder-
lich, um eine fundierte Aussage zu Riickstdnden im Tier treffen zu kénnen.

Dartiber hinaus wéren weitere Fiitterungsversuche wiinschenswert, um die Metabolisie-
rung von Glyphosat genauer zu untersuchen. Aus dem Mangel an /n-vivo-Studien bei

Wiederkéuern ist bisher wenig iiber Aufnahme und Stoffwechselwege bekannt.

Zur Wirkung von Glyphosat als endokriner Disruptor, wie in anderen Studien ange-
nommen (Richard et al. 2005; Gasnier et al. 2009), sind mit den Ergebnissen unserer
Studie keine Aussagen moglich. Die vorhandenen Studien zu dieser Fragestellung lie-
ferten kein einheitliches Ergebnis und sind stark vom Studiendesign, insbesondere von
der Art der untersuchten Proben und den verwendeten Konzentrationen abhéngig.

Ebenso ist die jeweilige Formulierung des Herbizids zu beachten, vor allem der Einsatz
von POE-Tallowaminen. Diese sind seit 2016 aufgrund ihrer erhohten Toxizitdt als Bei-
stoff in glyphosathaltigen Herbiziden in der EU verboten (EC 2016). Bei der Bewertung
von Studienergebnissen muss also auch unter diesem Gesichtspunkt ein besonderes Au-
genmerk auf die verwendeten Formulierungen und somit auf die Vergleichbarkeit der

Untersuchungen gelegt werden.

Zusammenfassend zeigten sowohl die Maturationsraten, die Teilungs- und Entwick-
lungsraten als auch das Lebend/Tot-Verhéltnis der gefarbten Zellen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen und den eingesetzten Konzentrationen.

Allerdings wurden signifikant hohere Expressionen der Gene BMP15, ZARI und ESR1
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nach Zugabe des Wirkstoffes Glyphosat nachgewiesen. Weitere Untersuchungen sind
hier nétig, um Ursachen und Folgen dieser Aktivierung abschétzen zu kénnen.

Unter Beriicksichtigung aller in dieser Studie durchgefiihrten Analysen, konnte kein
negativer Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die Maturation und weitere Entwick-
lung boviner Oozyten bzw. Embryonen festgestellt werden. Eine unterschiedliche Wir-
kung von Roundup im Vergleich zum reinen Wirkstoff konnte ebenfalls nicht ermittelt

werden.
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5  Allgemeine Diskussion

Die vorliegende Dissertation geht auf drei verschiedene Zielstellungen ein.

Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit dem Einsatz von gesextem Sperma. Die funk-
tionalen Merkmale und Produktionsmerkmale von Féarsen wurden nach Besamung mit
konventionellem und mit gesextem Sperma ausgewertet. Auffillig war hier besonders
der Einfluss von gesextem Sperma auf die Totgeburtenraten minnlicher Kilber. Ursdch-
lich hierfiir sind wahrscheinlich aneuploide Y-Chromosom-tragende Spermien, die wéh-
rend der Durchflusszytometrie falsch sortiert wurden. Interessant ist, dass diese Chro-
mosomenaberration nicht schon im Embryonal- oder Fetalstadium letal ist, sondern es
hier zu einer Entwicklung bis zur Geburt kommt, was auf autosomale Trisomien hin-
deuten konnte. Da der Anteil der ménnlichen Kélber aus gesextem Sperma sehr gering
ist, besitzen die Totgeburten der mannlichen Kélber aus weiblich gesextem Sperma ins-
gesamt keinen hohen 6konomischen Stellenwert. Deutlich hohere Totgeburtenraten die-
ser mannlichen Kéilber wurden inzwischen aber in mehreren Studien beschrieben, ohne
sie bisher eindeutig begriinden zu kénnen. Die Fragestellung ist also sehr wohl von wis-
senschaftlicher Relevanz und bedarf somit weiterer Forschung, um die Ursache fiir die-

ses Phianomen herauszufinden.

Ein methodischer Ansatz zur mdglichen Verbesserung der IVP-Bedingungen wurde im
zweiten Abschnitt der Arbeit vorgestellt. Ein olfreies und ein dliiberschichtetes Well-
System, in denen eine geringe Medienmenge eingesetzt wurde, wurde hinsichtlich der
Entwicklungskompetenz der Embryonen vergleichend dargestellt. Hier zeigte sich, dass
das odliiberschichtete Kultursystem zu einer Absorption von Steroiden in das Ol fiihrte
bei gleichzeitig schlechteren Maturations- und Entwicklungsraten. Folglich bietet sich
das olfreie System, besonders in Verbindung mit der Konzentrationsbestimmung von
Steroiden, als geeignetes System fiir die [IVP an und kann zu einer Verbesserung des

Reproduktionserfolgs beitragen.

Die Wirkung von Glyphosat und Roundup auf die Entwicklung boviner Oozyten bzw.
Embryonen wurde im letzten Abschnitt der Arbeit dargestellt. Hier blieb der Reproduk-
tionserfolg auch unter Einfluss des Wirkstoffes stabil, was sich in den Maturations- und
Entwicklungsraten widerspiegelte. Hinsichtlich der Expression entwicklungsrelevanter

Gene besteht aber weiterer Forschungsbedarf, um hier Auswirkungen auf den langfristi-
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gen Reproduktionserfolg bis hin zur Geburt und Aufzucht gesunder Nachkommen aus-
schlieBen zu konnen. Inwieweit diese Erkenntnisse auf den Humanbereich zu iibertra-
gen sind, muss ebenfalls in Folgestudien abgeschitzt werden. Insgesamt ist die Beurtei-
lung der Wirkung von Glyphosat bei landwirtschaftlichen Nutztieren durch verschiede-
ne Faktoren erschwert. So sind die {iber die Ration aufgenommene Menge, die Metabo-
lisierung und eventuell damit verbundene Unterschiede zwischen Wiederkduern und
Monogastriern noch weitgehend unklar. Dies erschwert die Abschédtzung von physiolo-
gisch realistischen Glyphosatkonzentrationen, die im Ovar wirken konnten. Hier besteht
also noch weiterer Forschungsbedarf.

Nichtsdestotrotz liefert die vorliegende Studie erste Anhaltspunkte zur Wirkung von

Glyphosat auf die Entwicklungskompetenz boviner Oozyten und Embryonen.

Der Reproduktionserfolg des Rindes kann unter dem Einsatz von Biotechnologien also
verschiedenen methodischen oder umweltbedingten Einfliissen unterliegen.

Die Biotechnologien kdnnen dabei sowohl in einem gewissen Mal3e zu einer Lenkung
des Reproduktionserfolgs beitragen, als auch selbst ein wichtiges Instrument im Hin-

blick auf die Untersuchung aktueller Forschungsfragen sein.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertationsschrift befasst sich mit der Untersuchung verschiedener
exogener Einfliisse auf den Reproduktionserfolg des Rindes unter Anwendung von In-

vitro-Verfahren.

Mogliche Auswirkungen der Spermaart (konventionell vs. weiblich gesext) und des
Kalbgeschlechts auf funktionale Merkmale und Produktionsmerkmale von Holstein-
Férsen in Niedersachsen werden im ersten Teil der Arbeit untersucht.

Insgesamt sind Felddaten von 55 554 Férsen in die Studie eingegangen, 87 % weibliche
Kélber wurden aus gesextem Sperma geboren. Der Anteil ménnlicher Kilber aus weib-
lich gesextem Sperma lag bei 5,3 %. Diese zeigten mit 30,6 % eine 2,86-fach hohere
Totgeburtenrate als ménnliche Kélber aus konventionellem Sperma. Ursachlich hierfiir
sind wahrscheinlich aneuploide Y-Chromosom-tragende Spermien, die wéhrend des
Sortierprozesses aufgrund von Trisomien fehlerhaft selektiert werden. Dies bedarf aber
der Bestdtigung durch weitere Studien. Die Geburt ménnlicher Kélber war mit schwie-
rigeren Kalbeverldufen und hoheren Schwergeburtenraten verbunden. Die eingesetzte

Spermaart war fiir die meisten anderen Merkmale nicht von Bedeutung.

Im zweiten Teil der Arbeit werden ein Olfreies und ein Oliiberschichtetes Kultursystem
im Hinblick auf die Entwicklungskompetenz boviner Oozyten verglichen.

In der dazugehorigen Studie waren die Progesteronkonzentrationen im Medium nach
Maturation der Oozyten im 6lfreien System deutlich hoher als im iiberschichteten Sys-
tem, in dem Progesteron wihrend der Maturation vom Ol absorbiert wurde. Im &lfreien
Kultursystem konnten auflerdem hohere Maturationsraten der Oozyten beobachtet wer-
den, weshalb das &lfreie System als Alternative zur Oliiberschichtung betrachtet werden

kann.

Die Arbeit stellt abschlieBend den Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die Maturati-
on und weitere Entwicklung boviner Oozyten dar.

Dazu wurden dem Maturationsmedium der Herbizidwirkstoff Glyphosat sowie das
Pflanzenschutzpraparat Roundup mit Glyphosatkonzentrationen von 1 pg/ml und
10 pg/ml zugesetzt. Sowohl die Maturationsraten der Oozyten, die Teilungs- und Ent-

wicklungsraten der Embryonen als auch das Lebend/Tot-Verhéltnis der gefarbten Zellen
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unterschieden sich nicht zwischen den Versuchsgruppen und den eingesetzten Konzent-
rationen. Die relativen Expressionslevel ausgesuchter entwicklungsrelevanter Gene
wurden nach Zugabe der hoheren Wirkstoffkonzentrationen untersucht. Dabei wurden
signifikant hohere Expressionen der Gene BMP15 (bone morphogenetic protein 15) und
ZARI (zygote arrest 1) in Oozyten und von ESRI (estrogen receptor 1) in Kumuluszel-
len nach Zugabe des Wirkstoffes Glyphosat im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen.
Dies konnte auf kompensatorische Effekte im Kumulus-Oozyten-Komplex wihrend der
Maturation hinweisen. Unter Beriicksichtigung aller in dieser Studie durchgefiihrten
Analysen, konnte kein negativer Einfluss des Wirkstoffes Glyphosat auf die Maturation
und weitere Entwicklung boviner Oozyten bzw. Embryonen festgestellt werden. Eine
unterschiedliche Wirkung von Roundup im Vergleich zum reinen Wirkstoff konnte

ebenfalls nicht ermittelt werden.
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7  Summary

This thesis deals with the analysis of various exogenous factors on the reproductive suc-

cess of cattle by application of in vitro methods.

Possible effects of semen type (conventional vs. female sexed) and calf sex on produc-
tion and functional traits of German Holstein heifers in Lower Saxony were evaluated in
the first part of the thesis.

The field data of 55 554 heifers were included in the study, 87.0 % female calves were
born from sexed semen. The proportion of male calves from female sexed semen was
5.3 %. The stillbirth rate for these male calves from female sexed semen was 30.6 %,
which was 2.86 times the stillbirth rate of male calves from conventional semen, possi-
bly due to trisomies. Aneuploid Y-chromosome-bearing sperm may be selected incor-
rectly during sorting process. Further research is required to disclose the reasons for this
finding. Calf sex had an influence on the average calving ease and the dystocia rates.
Male calves showed higher calving ease scores and caused a higher risk for dystocia
than female calves. For all other traits analyzed, we showed that the type of semen plays

a minor role for performances in first lactation.

The second part of the thesis compares the effects of an oil free and an oil covered cul-
ture system on bovine oocyte development. After maturation of oocytes, the study
showed a higher progesterone concentration in the medium of the oil free system. In the
oil covered system, progesterone was absorbed by the oil during maturation. The oil
free culture system led to higher maturation rates of the oocytes. Therefore, it can be

regarded as an alternative system for in vitro production.

The aim of the last part of the thesis was to determine, whether the active ingredient
glyphosate affects the maturation and further development of bovine oocytes in vitro.
For this purpose, the active ingredient glyphosate and the formulation Roundup were
added to the maturation medium in active substance concentrations of 1 pg/ml and
10 pg/ml. The maturation rates of oocytes and the cleavage and development rates of
embryos showed no statistically significant differences irrespective of the concentra-
tions used. The average ratio of live to dead cells of stained blastocysts also showed no

differences between groups treated with glyphosate and the controls. The relative ex-
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Summary

pression levels of selected genes were only analyzed for the concentration of 10 pg/ml.
An upregulation of the developmental genes BMP15 (bone morphogenetic protein 15),
ZARI (Zygote arrest 1) and ESRI was detected after addition of the active ingredient
glyphosate to the maturation medium. Compensatory mechanisms within the cumulus-
oocyte-complex during maturation might be a possible explanation for this finding.
Considering all analyses performed here, negative influences of glyphosate and Round-
up on bovine oocyte development were not detected. No differences between the effect

of glyphosate formulated as a herbicide and glyphosate in pure form were observed.
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