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Abkirzungsver zeichnis

AR = Akrosomenreaktion bzw. Akrosomenreaktionen
ALH = Amplitude der lateralen Kopfauslenkung
ASF = Akrosomstabilisierender Faktor

BCF = Frequenz der Kopfbewegung

BSA = Bovines Serumalbumin

cAMP = Cyclisches Adenosin-3",5 -monophosphat
CASA = Computergestitzte Motilitatsanalyse
DAG = Diacylglycerol

EDTA = Ethylendiamintetraessigsaure

GAG = Glykosaminoglykane

G-Protein = Guaninukleotidbindendes Protein

GP = Glykoproteine

IAM = Innere akrosomale Membran

InsP3 = Inositol-1,3,5-Trisphosphat

IVF = Invitro Fertilisation

LPC = Lysophosphatidylcholin

NRR = Non Return Rate

OAM = AuRere akrosomale Membran

PC12 = Dilauroyl-Phosphatidylcholin

PLA, = Phospholipase A,

PM = Plasmamembran

SP = Seminalplasma

TCA = Trichloressigséure

VR = Versuchsreihe

ZP = Zona pellucida

1. Einleitung

Der Einsatz von gefrierkonserviertem Bullensperma zur kiinstlichen Befruchtung ist mit einem erheblichen finanziellen und zeitlichen
Aufwand verbunden. Daher ist es von grof3em Interesse, Kriterien zu finden, die es ermdglichen, die Befruchtungskompetenz der
aufgetauten Spermaproben in vitro einzuschatzen. Die Aussagen Uber korrelative Zusammenhange von Samenei genschaften und
Befruchtungsergebnissen sind sehr widerspriichlich. Diesliegt unter anderem daran, daf3 noch langst nicht alle Prozesse, die bei der
Befruchtung stattfinden, verstanden werden, und dal3 nicht alle Eigenschaften der Spermien gerétetechnisch zu erfassen sind. Esist
aulerdem notwendig, immer mehrere Merkmale im Zusammenhang zu betrachten, da nicht nur eine einzige Eigenschaft der Spermien
aleine fur den Befruchtungserfolg verantwortlich ist.

Bereits 1966 fihrte KRAUSE zahlreiche Untersuchungen verschiedener Spermienparameter durch. In Besamungsstationen werden
meistens die Bewegungsaktivitdt und die Morphologie der Spermien betrachtet. Von Bedeutung sind auch quantitative Merkmale der
Ejakulate (z.B. Volumen und Spermiendichte). In den meisten Stationen wird die Anzahl der Spermienzellen pro Inseminat fr alle
Bullen auf eine bestimmte Anzahl motiler Zellen gleichermalen eingestellt. Haufig zeigt sich aber eine hohe Variabilitét der
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Befruchtungsergebnisse bei Bullen mit gleichen konventionellen Spermienparametern und gleicher Inseminationsdosis. Diese
konventionelle Parameter eignen sich nicht zuverlassig zur Prognose der Fertilitét (HIRAO, 1975; SALISBURY et d., 1978). Die
Untersuchung nativer Ejakulate liefert nicht immer eine Aussage Uber die Fertilitét der gefrierkonservierten Proben. Da Bullenspermien
routinemal3ig gefrierkonserviert eingesetzt werden, ist es notwendig, auch die wieder aufgetauten Proben zu untersuchen. Die Ermittlung
funktioneller Spermienparameter gefrierkonservierter Bullenspermien nach dem Auftauen, die eine Korrelation zur Fertilitét zeigen, steht
bei dieser Arbeit im Vordergrund.

Grofl3e Bedeutung fur die Fertilitét wird den verschiedenen Bestandteilen des Seminal plasmas beigemessen. Es wird angenommen, daf3
Unterschiede in der Zusammensetzung des Seminal plasmas zwischen verschiedenen Bullen vorliegen. Im zweiten Teil dieser Arbeit
wird das homologe Seminal plasma vor der Gefrierkonservierung von den Ejakulaten "schlechter" Bullen entfernt und durch das
Seminalplasmavon "guten” Bullen ersetzt. Der Einfluld dieses Seminal plasmaaustausches auf die Spermienfunktion wird untersucht.

2. Literatur

Zur Befruchtung miissen Spermien verschiedene Umhiillungen der Eizelle durchdringen. Die &uf3ere Hille, der Cumulus oophorus, wird
von Follikelepithelzellen gebildet. Dieinterzellulére Matrix dieser Zellen besteht tberwiegend aus Hyaluronséaure. Darunter befindet sich
die zweite schiitzende Schicht der Eizelle, die Zona pellucida. Sie wird durch Vernetzung verschiedener Glykoproteine gebildet. Um
diese Schichten zu durchdringen, bendétigen Spermien eine progressive Beweglichkeit und lytische Enzyme. Diese Enzyme befinden sich
innerhalb des Spermiums im Kopfbereich und missen zuerst durch die sogenannte Akrosomenreaktion (AR) freigesetzt werden.

Nach der Spermiogenese im Hoden werden Spermien verschiedenen Verdanderungen unterzogen, bevor die Befruchtung der Eizellein
vivo erfolgt. Die Vorbereitung und Kontrolle der AR |83 sich in drei Phasen einteilen. Als erstes werden wahrend des Aufenthaltesin
den mannlichen Geschlechtsorganen bzw. durch den Kontakt mit dem Seminal plasma die Membranen des Spermiums stabilisiert, um
eine friihe Schadigung oder eine AR zu verhindern. Gelangen die Spermien in den weiblichen Genitaltrakt, werden stabilisierende
Faktoren entfernt und das Spermium fir die AR vorbereitet. Dieser Vorgang wird als Kapazitation bezeichnet. Schliefdlich wird durch
Kontakt mit den Hillen der Eizelle die AR ausgel 6st.

Bisherige Erkenntnisse Uber den biochemischen Hintergrund und die Regulation dieser drei Phasen sollen im folgenden genauer
betrachtet werden. Auf den Einflufd der mannlichen Geschlechtsorgane wird zuletzt eingegangen. Zur Ubersichtlichen Gestaltung werden
die den drei Stadien zugrundeliegenden Mechanismen getrennt erldutert. Es sei aber an dieser Stelle darauf hingewiesen, dal? es fliel3ende
Ubergénge gibt und eine exakte Trennung der verschiedenen Reaktionsketten nicht immer moglich ist.

2.1. Kapazitation

Die Notwendigkeit einer Veranderung von gjakulierten Spermien im weiblichen Genitaltrakt wird 1951 von CHANG und 1952 von
AUSTIN festgestellt und Kapazitation genannt. Die Kapazitation befdhigt die Spermien zur AR und somit zur Befruchtung. Sieist
beendet, sobald eine AR ausgel 6st werden kann. Die Zeitspanne, die zur Kapazitation notwendig ist, variiert von Spezies zu Spezies und
ist von den Spermien abhangig, die auch im heterologen Uterus eine Kapazitation gemal3 ihrer Herkunft bendtigen (SALING u.
BEDFORD, 1981). Die Dauer der Kapazitation boviner Spermien wird mit 4 bis 6 Stunden angegeben (FLORMAN u.FIRST, 1988a;
PARRISH et al., 1988). Die Kapazitation der einzelnen Spermien eines Ejakulates verlauft asynchron, da zu verschiedenen Zeitpunkten
AR auftreten kdnnen. Der Zyklus von Kapazitation und AR mit anschlieRendem Zelltod verl&uft unterschiedlich schnell innerhalb der
Spermienpopulation eines Ejakulates. Dies ermdglicht eine Bereitstellung von kapazitierten Spermien zu verschiedenen Zeitpunkten im
weiblichen Genitaltrakt und eine flexible Anpassung an den Ovulationszeitpunkt (DIDION u. GRAVES, 1986). Das Milieu des Uterus
wahrend der 6strischen Zyklusphase wirkt sich vorteilhaft auf die Kapazitation aus, wéhrend eine hohe Progesteronkonzentration einen
negativen Einfluld zeigt (CHANG, 1958).

Morphologische Verénderungen an den Spermien, die einen Hinweis auf die Kapazitation liefern, kdnnen selbst

el ektronenmikroskopisch nicht festgestellt werden (BEDFORD, 1967). Esist anzunehmen, dal3 mikroskopisch nicht sichtbare
Veranderungen an den Membranoberflédchen der Spermien stattfinden, die einen Abbau der Membranstabilitét bedingen. Die
Kapazitation kann als Glei chgewichtszustand zwischen stabilen Membranverhatnissen vor der Ejakulation und der AR angesehen
werden (BEDFORD, 1970).

Die Spermienmembranen (Plasmamembran und akrosomale Membran) bestehen, wie andere Zellmembranen auch, aus einer
Lipiddoppel schicht aus Phospholipiden, Cholesterin und Glykolipiden. In dieseintegriert sind Glykoproteine, wobel die
Kohlenhydratseitenketten nach aul3en bzw. ins Akrosominnere gerichtet sind und hier eine negative Oberfléachenladung bewirken.
Aulerdem befinden sich nicht-kovalent gebundene Glykoproteine und Polysaccharide auf der Oberfléche. Die Proteine sind innerhalb
der Membranen lateral beweglich ("fluid mosaic” Modell von Singer und Nicholson).

Einige Autoren sind der Meinung, dai die Kapazitation hauptsachlich durch Entfernung von Seminal plasmaproteinen auf der
Spermienmembran zustande kommt. Bereits 1957 stellt CHANG fest, dal’ Seminalplasma die Kapazitation verhindern kann. Diese
"Dekapazitation” ist reversibel, sobald die Spermien wieder in den weiblichen Genitaltrakt verbracht werden. Werden kapazitierte
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Spermien erneut mit Seminal plasma versetzt, kann keine AR ausgel 6st werden. Dies deutet an, dal? ein Dekapazitationsfaktor des
Seminal plasmas Rezeptoren fir Induktoren der AR auf der Spermienoberflache maskiert oder diese auf andere Weise stabilisiert
(BEDFORD, 1969). Die Entfernung dieser Faktoren von der Membranoberfl&che durch Verdiinnung im weiblichen Genitaltrakt ist ein
wichtiger Aspekt fur die Kapazitation (JOHNSON u. HUNTER, 1972; OLIPHANT u. BRACKETT, 1973).

Neuere Untersuchungen stellen immer mehr die Rolle verschiedener Seminal plasmaproteine in den Vordergrund (MANJUNATH et al.,
1994; THEREN et a., 1995). Auch komplexe transversale Umverteilungen von Membranbestandteilen sind bekannt. Ein Protein mit
einem Molekulargewicht von 70 kDA, das an die Zona pellucida bindet, wird wdhrend der Kapazitation von der dul3eren akrosomalen
Membran zur Plasmamembran transportiert. Erst nach dieser Modifikation ist das Spermium zur Bindung an die Eizelle fahig
(SPUNGIN et al., 1995).

Die Membranstabilitét wird zum grof3en Teil auch durch das Verhdltnis von Cholesterin zu Phospholipiden bedingt. Ein hoher Gehalt an
Cholesterin in der Membran erhoht ihre Stabilitét (DAVIS, 1976). Die Verschiebung des V erhd tnisses zugunsten von Phospholipiden
fuhrt zu einer Destabilisierung der Membran. Die Entfernung des Cholesterins aus der Plasmamembran resultiert in einer Anderung der
Membranfluiditdt und -permeabilitdt. Die Entfernung des Cholesterins, unter Verwendung von Liposomen, kann eine Kapazitation
erwirken. Im weiblichen Genitaltrakt kommt es wahrscheinlich durch eine Lecithin-Cholesterin-Acyltransferase bzw. durch verschiedene
Lipidtransferproteine in der Follikelfllssigkeit zur Entfernung des Cholesterins aus der Spermienmembran (LANGLAIS u. ROBERTS,
1985; EHRENWALD et a., 1988).

2.1.1. Biochemische Aspekte der Kapazitation (sieheauch Abb. 2, S. 20)

Waéhrend der Kapazitation kommt es zu einer Abnahme der negativen Oberflachenladung (VAIDYA et a., 1971) und der Lektinbindung
(GORDON et d., 1975). Die Spermien zeigen eine verstarkte Atmungsaktivitét (HAMMER u. WILLIAMS, 1963), und die
lonenpermeabilitdt der Membran wird gesteigert (SUMMERS €t al., 1976).

Mehrere Autoren berichten tiber einen stetigen und langsamen Anstieg der intrazelluldren Cal ciumkonzentration wahrend der
Kapazitation (ADEOY A-OSIGUWA u. FRASER, 1993; SINGH et al., 1978). Die Hemmung einer membranstandigen Ca2*-ATPase,
einer Na*H*-ATPase oder eines NatCaZ*-Antiportsystems wird als Ursache angenommen (ROLDAN u. FLEMING, 1989). Die
Kapazitation kann in einem calciumfreien Medium stattfinden, allerdings unterstiitzen Calciumkonzentrationen im mikromolaren
Bereich die Kapazitation (DIDION u. GRAVES, 1989). Im Gegensatz dazu sind andere Autoren der Meinung, dal3 extrazelluldres
Calcium essentiell fur die Kapazitation ist (YANAGIMACHI, 1982). FRASER stellt 1987 fest, dai die Kapazitation von Mausespermien
Calciumionen in einer Konzentration von 90uM bendtigt. Speziesspezifische Unterschiede in diesem Punkt sind méglich.

Waéhrend der Kapazitation kommt es auch zu einem Anstieg des intrazelluléren pH-Wertes und nachfolgend zu einem erhéhten
Calciumeinstrom (BABCOCK u. PFEIFFER, 1987). YANAGIMACHI beschreibt 1988 die Kapazitation as einen Prozef3, der
einhergeht mit einer Veranderung der Membranproteine, gesteigerter Fluiditét von Komponenten innerhalb der Membran, einem Anstieg
des Gehaltes an cyclischem Adenosin-3",5 -monophosphat (CAMP) und einer Hyperaktivierung der Spermienbewegung. |nwiefern der
Anstieg des cCAMP-Gehaltes, der Calciumionen und des pH-Wertes wahrend der Kapazitation zusammenhangen, ist noch weitestgehend
ungeklart. Zur Kapazitation tragen auch Natriumionen bei. Der Einsatz von Monensin als lonophor fir monovalente lonen fihrt zu einer
Unterstiitzung der Kapazitation. In der Spermienzellmembran befindet sich eine NatK +-ATPase, welche Natrium aus der Zelle heraus
und Kalium in die Zelle hinein transportiert. Die Hemmung dieser ATPase fordert die Kapazitation durch den Anstieg der intrazelluléren
Natriumkonzentration (HY NE et al., 1985).

Durch welche Mechanismen die verschiedenen lonenfllisse Uiber die Membranen geregelt werden, ist noch nicht geklart. Von grofRer
Bedeutung fir die Kapazitation in vivo sind die im weiblichen Genitaltrakt vorhandenen Glykosaminoglykane (GAG) (LEE u. AX,
1984). Die GAG bilden Seitenketten von Proteoglykanen und wurden friher al's saure M ukopolysaccharide bezeichnet. Die
Saccharidketten aus Aminozuckern bedingen eine polyanionische Struktur und Bindung von diversen Kationen. GAG sind in alen
Regionen des weiblichen Genitaltraktes als Bestandteile von Proteoglykanen vorhanden und binden an die Spermienoberflache. Die
Konzentration von GAG verandert sich wahrend des Zyklus: Besondersin der ostrischen Phase sind vermehrt GAG vorhanden (LEE et
a., 1986). Die Kapazitation, die in vitro durch Verwendung von Eileitermedium oder Follikelfllissigkeit ausgel 6st werden kann, wird
u.a. auch auf GAG zurtickgefuihrt (LENZ et al., 1982; PARRISH et al., 1989).

Von den verschiedenen Regionen des weiblichen Genitaltraktes hat in erster Linie der Eileiter einen Einfluf? auf die Kapazitation. In vivo
binden Spermien wahrend der Kapazitation mit ihrem apikalen Rand an die Oberfléche von sowohl zilientragenden als auch zilienlosen
Eileiterepithelzellen. In vitro kann durch Inkubation mit Eileiterepithelien die Fahigkeit zur Befruchtung léngere Zeit (bis zu 30 h)
aufrechterhalten werden (POLLARD et al., 1991). Die Bindung dient vermutlich der Selektion der motilen Spermien mit intakter
Plasmamebran im préovulatorischen Eileiter und verzogert die AR. Es wird angenommen, dal3 kontinuierlich Spermien von den
Eileiterepithelien freigesetzt werden (HUNTER et al., 1991). Bullenspermien verbleiben bis zu 18h vor der Ovulation im Isthmus des
Eileiters. Die Eileiterepithelien sezernieren wahrend des Ostrus insbesondere in diesem Bereich ein Glykoprotein von 85-95 kDa,
welches die Kapazitation fordert (KING et al., 1994).

2.1.2. Kapazitation in vitro
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Die Kapazitation in vitro wurde entwickelt, um die kiinstliche Befruchtung von Oozyten zu ermdéglichen. Bevor Spermien zur
In-vitro-Fertilisation (IVF) fahig sind, bedarf eswiein vivo einer Kapazitation. Es sind viel e verschiedene Substanzen bekannt, die eine
Kapazitation induzieren konnen. BAVISTER berichtet (1969), dal3 eine spontane Kapazitation moglich ist, ohne besondere Faktoren
hinzuzufiigen, allerdings enthalt sein Verdiinnungsmedium Albumin. Dieses ist auch physiologisch im Uterinsekret enthalten und
entfaltet eine kapazitierende Wirkung (MEIZEL, 1984).

Eswerden in der Folgezeit verschiedene Inkubationsmedien entwickelt, die sich in ihrer Zusammensetzung sehr dhneln. Ein
Grundmedium fir die IVF wird anhand von Untersuchungen mit Hamsterspermien zusammengestellt und besteht aus Tyrode Medium
mit Glucose, Albumin, Laktat und Pyruvat (TALP) (BAVISTER u. YANAGIMACHI, 1977). Spéter stellt sich heraus, dal3 die
Kapazitation, im Gegensatz zur AR, keine Glukose benétigt (FRASER u. QUINN, 1981). Aufgrund der Annahme, dal3 die Kapazitation
durch Entfernung von Seminal plasmabestandteilen initiiert wird, werden auch Medien mit hoher Osmolaritédt eingesetzt. Die Inkubation
von Spermien in einem Medium mit hoher lonenstérke (HIS-Medium von BRACKETT u. OLIPHANT, 1975) l6st die
Oberflachenproteine ab und steigert die Oozytenpenetrationsrate von Kaninchenspermien.

Zahlreiche andere Substanzen werden aufgrund ihrer kapazitierenden Wirkung den verschiedenen Medien zugesetzt. Einige davon sind

c-AMP, Calciumionen, Katecholamine, Steroidsulfatase, Neuraminidase. Die beiden zuletzt genannten Enzyme befinden sich im Uterus
und fuhren zu eéinem Abbau von Neuraminsaure und Sulfaten mit nachfolgendem Abfall der negativen Oberflachenladung, woraus eine
Destabilisierung der Membran resultiert (FAROOQUI, 1982).

Schliefdlich werden auch verschiedene GAG zur Unterstiitzung der Kapazitation eingesetzt. Zur Familie der GAG, die physiologisch as
Seitenketten saurer M ukopolysaccharide vorkommen, gehéren Heparin, Chondroitinsulfat, Heparansulfat und Hyaluronsaure. Samtliche
genannten Substanzen unterstiitzen die Kapazitation von Kaninchenspermien. Heparin als stark sulfatiertes Polysaccharid hat die
effektivste Wirkung auf die Kapazitation von Bullenspermien (MILLER u. AX, 1990). Aber auch ein Zusatz von Hyal uronséure zum
Kapazitationsmedium fordert die

IVF-Rate, besonders bei Bullen mit sehr schlechter Fruchtbarkeit (SHAMSUDDIN et al., 1993). In neuerer Zeit werden welitere, die
Spermienfunktion beei nflussende Substanzen entdeckt. Interleukin-6 des Menschen fordert die Kapazitation und erhoht die Anzahl
sowohl spontaner AR, as auch durch Calciumionophor induzierbarer AR (NAZ u. KAPLAN, 1994). Pentoxifyllin fordert auch die
Anzahl an Calciumionophor-induzierter AR (FORD et al., 1994). Bei vielen der genannten Substanzen ist nicht bekannt, Gber welche
Mechanismen sie die Kapazitation fordern.

2.1.3. Kapazitation mit Heparin

Wie bereits oben erwéhnt fordert Heparin die Kapazitation. Heparin fihrt zu eéinem Verlust von Antigenen auf der Plasmamembran
(MILLER u. HUNTER, 1986). Die mehrsttindige Inkubation von Spermien mit Heparin erhoht die Fahigkeit zur AR nach
entsprechender Induktion und erméglicht die Befruchtung von Oozyten in vitro (PARRISH et al., 1988).

Der biochemische Wirkungsmechanismus von Heparin oder anderen GAG ist noch nicht vollig aufgeklart. Die Bindung von 3H-Heparin
an Bullenspermien wird 1984 von HANDROW et a. nachgewiesen. Diese Bindung unterliegt einer Séttigung, ist reversibel und
abhangig vom pH-Wert, der Temperatur und der Calciumkonzentration. Die Bindungsstellen befinden sich am Spermienschwanz und an
der apikaen Spermienmembran. Die Bindungsaffinitét entspricht einer Hormon-Rezeptor-Affinitét und ist abhéngig vom
Sulfatierungsgrad des Heparin (MILLER u. AX, 1989). Auf der Plasmamembran werden verschiedene heparinbindende Proteine mit
unterschiedlichen Molekulargewichten isoliert, die als Heparinrezeptoren angesehen werden (HURST et a., 1988). Die
heparinbindenden Proteine scheinen von ihrer Struktur her dem Fibronektin zu &hneln, wie es auch schon auf Humanspermien gefunden
wurde (KOEHLER et al., 1980).

Eine zentrale Rolle bei der heparininduzierten Kapazitation von Bullenspermien nimmt wiederum Calcium ein. Der Zusatz von Calcium
in micromolaren Konzentrationen ist notwendig. Der Calciumstoffwechsel wird unter anderem durch Calmodulin modifiziert. Diesist
ein calciumbindendes Protein, welches sowohl AR als auch Kapazitation beeinflufd (JONES et d., 1980). Heparin beeintréchtigt die
Bindung von Calmodulin an Proteine der Akrosomenmembran und verursacht dadurch e ne herabgesetzte Bindung von Calcium an
Camodulin (LECLERC et ., 1989). Heparin erhdht den Gehalt an freiem intrazellulérem Calcium (HANDROW et dl., 1989).

Eine weitere intrazellulére Verénderung bel der Inkubation mittels Heparin ist der Anstieg des pH-Wertes um 0,2-0,4 (HANDROW et
a., 1986). Durch gesteigerte Glykolyse kommt es zu einem pH-Abfall, der dem intrazelluléren pH-Anstieg der Kapazitation
entgegenwirkt. Daher hemmen Glukose bzw. andere glykolytische Substanzen die Kapazitation durch Heparin. Diese Hemmung spidltin
vivo keine allzu grof3e Rolle, da die Konzentration an Glukose im weiblichen Genitaltrakt sehr gering ist. Eine Inkubation mit Heparin
fuhrt zu einem Anstieg des intrazelluldren cCAMP-Gehaltes. Durch Zufuhr von cAMP kann die hemmende Wirkung der Glukose auf
Bullenspermien aufgehoben werden (UGUZ et a., 1992). Nach wie vor ist ungeklart, wie Heparin die oben beschriebenen
Veranderungen wahrend der Kapazitation (Calcium-, pH-, cAMP-Anstieg) herbeiflhrt.

2.2. Akrosomenr eaktion

2.2.1. Morphologie des Akrosoms und der Akrosomenreaktion (siehe auch Abb.1)
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Das Akrosom ist ein abgeflachtes Vesikel, welches kappenférmig den vorderen Abschnitt des Spermienkernes umhiillt. Im Langsschnitt
liegen von innen nach auf3en drei Membranen Ubereinander. Die innere akrosomale Membran (IAM) liegt auf der Kernmembran.
Zwischen ihr und der dul3eren akrosomalen Membran (OAM) befindet sich die akrosomale Matrix. Die OAM wird schlief3lich noch von
der Plasmamembran (PM) umgeben. Zwischen der OAM und der Plasmamembran befindet sich ein schmaler cytoplasmatischer Spalt.
IAM und OAM gehen am &quatorialen Segment der Spermienzelle ineinander tber (SCHULKE, 1991).

Abb. 1. Schematische Dar stellung eines Sper mienkopfes (Bulle) nach BARTH u. OK O (1989).

Funktionell entspricht das Akrosom einem sekretorischen Vesikel mit lytischen Enzymen, dessen Membran auf einen adaquaten
Stimulus hin mit der Plasmamembran fusioniert. Tatsachlich entsteht das Akrosom wahrend der Spermatogenese aus dem

Golgi-Apparat, welcher auch in anderen sekretorischen Zellen die sezernierten Vesikel bildet. Das Akrosom erfiillt eine Speicherfunktion
fur Enzyme und Proteine, die wahrend der Kapazitation und der AR exponiert werden.

BEDFORD beschreibt 1969 als erster die morphologischen Details der echten AR, die sich von der unspezifischen akrosomalen
Degeneration unterscheiden. Die AR entspricht einer Exozytose. Es kommt zur Fusion und zur Vesikulation der OAM mit der PM in
vielen einzelnen Abschnitten des apikalen Spermienbereiches. Dies fuhrt zur Freisetzung des akrosomalen Inhaltes. Nach der AR bleibt
die IAM Uber dem Spermienkern erhalten (BRACKETT et al., 1978; YANAGIMACHI, 1988). Zur Fusion der Membranen muR3 die
OAM erst den cytoplasmatischen Spalt Uberwinden. Dazu ist eine Modifizierung von Elementen des Cytoskeletts im cytoplasmatischen
Spalt ndtig (JAMIL, 1984). Die AR unterscheidet sich von anderen Exozytosevorgangen dadurch, dal3 sie sehr langsam und asynchron in
der Spermienpopulation ablauft. Die Zeitspanne zwischen Stimulation der AR und Membranfusion kann bis zu mehreren Minuten
dauern (TALBOT et d., 1976).

Kurz nach Induktion der AR kommt es zu einer Neuverteilung von Glykoproteinen, die durch Modulierung des Cytoskel etts lateral
mobilisiert werden (AGUAS u. PINTO DA SILVA, 1985). Die Fusion der Membranen findet in den Bereichen statt, die frei von diesen
Glykoproteinen sind. Sie beginnt an der Grenze zwischen dem aquatorialen und dem vorderen Akrosomenabschnitt und breitet sich von
dort labyrinthartig aus. An der Initiationsstelle der AR treten auch am ehesten Schédigungen des Akrosoms durch K& teschock auf
(WATSON, 1981). Diese Stelle scheint besonders labil zu sein, wahrend die Region direkt am apikalen Rand mit einer hohen Dichte an
Glykoproteinen innerhalb der Membran zuletzt reagiert (FLCHON et al., 1986).

Diverse akrosomale Enzyme werden bei der AR freigesetzt. Hyaluronidase unterstiitzt das Durchdringen der Cumuluszellschicht, deren
Matrix aus Hyaluronséure besteht. Die Hyaluronidase befindet sich in einer 16slichen Fraktion des Akrosoms und wird wéhrend der AR
an die Umgebung abgegeben (HARRISON, 1983). Hauptbestandteil des Akrosomsist Akrosin, welches ein Durchdringen der Zona
pellucida ermdglicht. Akrosin ist eine Serinproteinase, die im intakten Akrosom fast vdllig in einer inaktiven Form (Proakrosin) vorliegt.
Ein geringer Prozentsatz des Proakrosins befindet sich auf der Plasmamembran, der grofdte Anteil ist im Lumen des Akrosoms
lokalisiert. Erst durch die Fusion und durch einen Anstieg des pH-Wertes kommt es zur Konvertierung in die aktive Form. Akrosin wirkt
dann lytisch auf das umgebende Gewebe. Eine voreilige Lyse von Gewebe wahrend der K apazitation wird demnach verhindert.
Proakrosin wirdnicht direkt nach der AR freigesetzt, sondern bleibt einige Minuten Uber die akrosomale Matrix noch gebunden an die
IAM. Der Nachweis der Akrosin-Aktivitét dient bei Untersuchungen von LEIDL u. WENDT (1976) zur Beurteilung von Ejakul aten.

2.2.2. Interaktion der Gameten

Die einzelnen Mechanismen, die zur Fusion von Spermium und Eizelle fihren, sind noch nicht vollig aufgeklart. Dald die einzelnen
Reaktionen, die zur Befruchtung notwendig sind, wahrscheinlich durch komplementar bindende Mol ekiile auf den Gameten reguliert
werden, wird zwar schon 1913 von LILLIE vorgeschlagen, aber es dauert Jahrzehnte, bis genauere Fakten gefunden werden.

Die Zona pellucida der Sdugetiereizellen besteht aus einer komplexen Anordnung von 2-4 verschiedenen Glykoproteinen. Die
Interaktionen zwischen Spermium und Eizelle sind bisher bel Gameten der Maus am genauesten untersucht worden. Bei der Maus gibt es
3 verschiedene Glykoproteine, dieas ZP1, ZP2 und ZP3 bezeichnet werden. Sie werden von der Eizelle wahrend der Follikelreifung
sezerniert (BLEIL u. WASSARMAN, 1983). Neuere Untersuchungen zeigen, dal3 diese Proteine auch von Granulosazellen synthetisiert
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werden kénnen (LEE u. DUNBAR, 1993).

Das Spermium haftet (iber Rezeptoren auf seiner Oberflache an eine Bindungsstelle des ZP3. Die AR wird ebenfalls durch ZP3

ausgel 6st. Das ZP2 bindet akrosomenreagierte Spermien. Da bel der Maus nur akrosomintakte Spermien an die Zona pellucida haften
(SALING et d., 1979), wird vermutet, dal3 ZP2 zur Bindung der Spermien dient, die nach Bindung an ZP3 akrosomenreagiert sind. ZP1
ist fur die Aufrechterhaltung der raumlichen Struktur durch Querverbindungen verantwortlich.

Diese Ergebnisse sind nicht alle auf andere Tierarten Ubertragbar. Humanspermien binden ebenfalls nur mit intaktem Akrosom an die
Zonapellucida (KOEHLER et al., 1982). Aber Meerschwein-, Kaninchen- und Hamsterspermien kénnen auch nach der AR an die Zona
pellucida binden (CUMMINS u. YANAGIMACHI, 1982). Dies konnte mit dem Gehalt an akrosomaler Matrix zusammenhangen, dadie
Bindung an ZP2 Uiber Akrosin erfolgt. Der Verlust der akrosomalen Matrix fuhrt zu einer FertilitétseinbuRe (HARDY et ., 1991).

M eerschwei nspermien haben, im Gegensatz zu M ausespermien, grofle Mengen akrosomaler Matrix. Kaninchenspermien verlieren ihr
Akrosom bereits wéhrend der Passage durch den Cumulus oophorus. Es kommt zur Modifizierung der Spermienoberfléche, so dald ein an
die Zona pellucida bindendes Protein frel wird. Die Eizellender Tierarten, bel denen die Spermien auch nach der AR an die Zona
pellucida binden sind von einer sehr dichten Follikel epithel schicht umgeben, fir deren Durchdringen moglicherweise die freigesetzten
Iytischen Enzyme der AR né6tig sind (RICHARDSON et al., 1994). Bullenspermien zeigen eine AR nach Bindung an die Zona pellucida
(FLORMAN u. STOREY, 1982). Esist noch nicht geklart, ob auch bereits akrosomenreagierte bovine Spermien binden kénnen.
Allerdings schildert CROZET (1984) nach Betrachtung von in vivo befruchteten Eizellen, dal3 Spermien in der Umgebung der Zona
pellucida ein intaktes Akrosom aufweisen, wahrend nur akrosomenreagierte Spermien innerhalb der Zona pellucida zu finden sind.

Nach der AR kann das Spermium die Zona pellucida durchdringen und den perivitellinen Raum tberwinden. Schliefdlich bindet es mit
der aquatorialen Region des Spermienkopfes an die Eizellmembran (YANAGIMACHI, 1988; ARTS et al., 1993). Bel einigen Spezies
sind nur akrosomenreagierte Spermien in der Lage, mit ihrem aquatorialen Segment mit der Eizelle zu fusionieren (YANAGIMACHI u.
NODA, 1970). Nach dem Eindringen des Spermienkopfes kommt es zum Freisetzen von Kortikalgranula durch die Eizelle. Diese
Kortikalreaktion verhindert in den meisten Féllen eine Polyspermie (WASSARMAN, 1987). Die freigesetzten Enzyme flhren zu einer
Modifikation der Struktur von ZP2 und ZP3, so daf3 keine weiteren Spermien binden bzw. eindringen kénnen (KOPF u. WILDE, 1990).

Die Interaktion zwischen Proteinen der Zona pellucida und entsprechenden Bindungsstellen auf der Spermienoberfl&che entspricht der
Ligand-Rezeptor-Bindung anderer Zellen. Das ZP3 als Ligand bindet spezifisch an die Rezeptoren auf der Spermienmembran und |6st
die AR selbst im nanomolaren Bereich aus (BLEIL u. WASSARMAN, 1986). Das ZP3 besteht aus einem Polypeptidgrundgertist mit N-
und O-gebundenen Oligosaccharidseitenketten und hat ein Molekulargewicht von 83kDa (WASSARMAN, 1994). Als Bindungsstelle fur
die membranstandigen Rezeptoren des Spermiums dient die K ohlenhydratkomponente, wahrend der Proteinanteil von ZP3 die AR
auslost (FLORMAN et al., 1984).

Es werden Proteine auf der Spermienoberfléche verschiedener Tierarten gefunden, die als Rezeptoren fir ZP3 angesehen werden

koénnen. Beim Eber wird die Galaktosyltransferase auf der Spermienoberflache als méglicher Rezeptor in Betracht gezogen. Sie bindet an
L actosaminoglykane der Zona pellucida (SHUR u. HALL, 1982). Die Galaktosyltransferase bleibt selbst nach der AR in geringerer
Konzentration durch laterale Verteilung in der Spermienmembran erhalten (LOPEZ u. SHUR, 1987). Sie kénnte somit auch eine Rolle
bei der Bindung von bereits akrosomenreagierten Spermien an die Zona pellucida spielen.

Bei mehreren Tierarten finden sich auf der Spermienoberfléche L ektin-ahnliche Proteine, die an die Zona pellucida binden. Es handelt
sich bel diesen um Rezeptorproteine mit einem Molekulargewicht von 14-31 kDa, die aus dem Seminal plasma stammen und bei der
Ejakulation an die Spermien binden. Eine Bindung von ZP3 an diese Proteine fiihrt Uber eine Rezeptoraggregation auf der
Spermienoberflache zur Ausldsung der AR. Die Rezeptoren fir ZP2 befinden sich auf der IAM. (LEYTON u. SALING, 1989).

Auf der Oberflache von Humanspermien werden CD59- Mol ekiile entdeckt. Dies sind Proteine, welche die Membran vor Angriffen des
Komplementsystems schiitzen. Aul3er einer moglichen Schutzfunktion vor dem Immunsystem im weiblichen Genitaltrakt sind diese
Molekiile auch an der Bindung zur Zona pellucida beteiligt, da entsprechende Antikorper diese Bindung hemmen (FENICHEL et dl.,
1994). Ahnliche Befunde bei anderen Tierarten stehen noch aus.

2.2.3. Biochemische Veranderungen vor und wahrend der AR (siehe Abb. 2; S. 20)

DAN beschreibt bereits 1954 die AR als einen cal ciumabhéngigen Exozytosevorgang. Tatséchlich steht bei sémtlichen Mechanismen,
dieinvivo und in vitro die AR ausl6sen, immer wieder Calcium im Mittelpunkt. Y ANAGIMACHI u. USUI schildern 1974, dal3 nach
einer Kapazitation die AR von Meerschweinspermien ausschliefdlich durch Cal ciumionen ausgel st werden kann. Eine
Calciumkonzentration im millimolaren Bereich ist notwendig, um die AR zu ermdglichen (FRASER, 1987). Der Calciumeinstrom wird
nach heutigem Standpunkt al's der ausl ésende Faktor der Membranfusion angesehen (ZANEVELD et a., 1991). Uber welche

M echanismen die verschiedenen Induktoren der AR einen Calciumeinstrom veranlassen bzw. Calcium die Fusion vermittelt und welche
davon in vivo wichtig sind, ist noch nicht geklart.

ENDO et a. zeigen 1987, dal3 die Bindung der ZP3-Liganden an die Rezeptoren auf der Spermienoberflache zu einer Aktivierung von
guaninnukleotidbindenden Proteinen (G-Proteinen) fuhrt. Die Aktivierung dieser G-Proteine induziert die AR (KOPF, 1988). Moglich ist
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eine direkte Aktivierung von Calciumkanalen durch dieses G-Protein (BABCOCK u. PFEIFFER, 1987). Bisher konnten bei allen
untersuchten Saugetierspermien, auch beim Rind, G-Proteine gefunden werden (GARTY et a., 1988). Sie befinden sich in der
akrosomalen Region. Eine Inkubation von Bullenspermien mit Pertussis-Toxin (hemmt G-Proteine) verhindert zwar nicht die Bindung
an ZP3, aber die AR wird gehemmt, obwohl das Spermium gebunden ist. Das Pertussis-Toxin beeintréchtigt auch die Veranderungen des
pH-Wertes und des intrazelluléren Calciumgehaltes, die mit der AR bei Bullenspermien einhergehen (FLORMAN et al., 1989).

G-Proteine flihren zu Veranderungen in der Zelle durch Bildung von sogenannten "second messenger” -Molekilen. Welche
intrazelluléren Wege durch die G-Proteine aktiviert werden, ist noch nicht vollig geklart. Ein second messenger ist CAMP. Es bewirkt die
Aktivierung einer

Proteinkinase A, die wiederum verschiedene Proteine phosphoryliert (DE JONGE et d., 1991).

Von anderen Zellen ist bekannt, dal’3 G-Proteine auch zur Aktivierung von Phospholipase C filhren. Dieses Enzym hydrolisiert
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Trisphosphat (InsP3). DAG aktiviert die Proteinkinase
C, welche Enzyme phosphoryliert und dadurch deren Aktivitét andert. InsPs fuhrt zur Freisetzung von Calcium aus intrazelluléren

Speichern. Untersuchungen an Spermien zeigen, dal3 im frilhen Stadium der AR ein Abbau von Phosphatidylinositol stattfindet
(ROLDAN u. HARRISON, 1989). Bei Bullenspermien kann die dafr notwendige Phospholipase C nachgewiesen werden. Es kommt zu
einer Anreicherung von DAG in der Zelle. Eine Zugabe an DAG erhdht die Anzahl der akrosomenreagierten Spermien bel Induktion
durch lonophor. Der Nachweis der Proteinkinase C bel Spermien gelang bisher noch nicht. Deshalb wird angenommen, dal3 DAG die
Phospholipase A, (PLA,) direkt aktiviert (ROLDAN u. MURASE, 1994). Die calciumabhéngige PLA bildet Arachidonsaure und
Lysophospholipide durch Abbau von Membranphospholipiden. Diese beiden Abbauprodukte fiihren zu Stérungen im Membranaufbau
und zur Fusion. Auch die Bildung von Prostaglandinen in Spermien und die Aktivitét von Cyclooxygenase in der Spermienmembran
sind inzwischen nachgewiesen. Prostaglandin E fuhrt zur Steigerung der Cal ciumaufnahme wahrend der Kapazitation (SHALEV et d.,
1994).

Die oben beschriebene Reaktionskette benétigt nicht unbedingt die Stimulierung Uber G-Proteine. Esist vorstellbar, dai3
Calciumionophor durch den Calciumeinstrom einen cal ciumabhéngigen Abbau von Phosphatidylinositol einleitet und damit Uber die
Reaktionskette von DAG und PLA, zur AR fuhrt (ROLDAN u. HARRISON, 1992). Dies bedingt, daf3 alle Faktoren, die einen Anstieg

der intrazelluldren Calciumionenkonzentration bei Spermien herbeifiihren eine AR ausl6sen kénnen.

Spermien besitzen verschiedene lonentransportsysteme innerhalb ihrer Membranen. So wird die Aktivitét einer ATP-abhangigen
Calciumpumpe (Ca2*-ATPase) bei verschiedenen Spezies nachgewiesen. Die Ca2*-ATPase von Bullenspermien ist u.a. in der OAM
lokalisiert (GORDON et a., 1978). Dieses energieabhangige Transportsystem sorgt fir einen niedrigen Calciumgehalt im Cytoplasma
der Spermien. Eine Hemmung dieser ATPase flhrt zu einer Beschleunigung der Kapazitation und Ausldsung der AR
(VIJAYASARATHY et d., 1980). Im Gegensatz dazu kdnnen VIJAY ARAGHAVAN et a. (1994) keinen ATP-abhangigen Transport
von Calcium in der Spermienmembran feststellen.

Die lonentransportsysteme fihren zur Bildung eines Membranpotentials. Dieses Potential wird, wie bei anderen Zellen auch, durch
ungleiche Verteilung von lonen aufrechterhalten. Eine NatK*-ATPase transportiert entgegen dem entsprechendem
Konzentrationsgefélle Nat aus der Zelle herausund K* in die Zelle hinein. Ist die Konzentration an Natriumionen im Auflenmedium sehr
grof3, kann die Konzentrationsdifferenz nicht mehr aufrechterhalten werden und es kommt zu einem Anstieg der intrazelluléren
Natriumkonzentration. Eine Hemmung der ATPase bewirkt dies ebenfalls.

Ein Na*Ca2*-Antiportsystem wurde bei bovinen Spermien nachgewiesen (RUFO et al., 1984). Ist die intrazellulére Konzentration an
Nat-1onen hoch, wird tber diesen Carrier vermehrt Calcium in die Zelle transportiert. Eine hohe Na*-lonen Konzentration im
Inkubationsmedium fhrt auch zu einem Anstieg der intrazellul&ren Natriumkonzentration und ist notwendig zur Induktion einer AR. Als
Folge des vermehrten Natriumgehaltes kommt es zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration. HY NE et al. beschreiben
1984 die Notwendigkeit von mindestens 125 mmol Nat im Medium, um eine AR bei Meerschweinspermien auszul sen.

Eine hohe intrazellulére Konzentration an Kaliumionen hemmt die Ausl6sung der AR, eine niedrige Kaliumkonzentration unterstiitzt die
Induktion einer AR. Im weiblichen Genitaltrakt ist die Konzentration an Nat-lonen vor der Ovulation relativ gering, wahrend die
Kaliumkonzentration gleichzeitig sehr hoch ist. Dies wirkt einem zu starken Natriumeinstrom entgegen und verhindert so eine vorzeitige
AR (FRASER, 1983). Der NaCl-Gehalt im Eileiter wird nach der Ovulation durch die einstromende Follikelflissigkeit erhdht und der
Kaliumgehalt gesenkt. Eine Inkubation von Spermien mit Follikelfllissigkeit kann daher eine AR induzieren, wobel aber auch weitere
Bestandteile der FollikelflUssigkeit dazu beitragen (TESARIK, 1985).

Durch die passive Diffusion von Na+ entlang dem durch die ATPasen aufgebauten K onzentrationsgefalle kommt es zu einer
Ausschleusung an Protonen. Dieses NaH*-Antiportsystem fihrt zur Steigerung des pH-Wertes innerhalb der Zelle. Eine hohe
extrazellulére Natriumkonzentration im I nkubationsmedium erwirkt einen drastischen Anstieg des pH-Wertes im zytoplasmatischen
Spalt. Diese Vorgange ziehen eine Depolarisation des Membranpotentials und eine Offnung von Calciumkanéen nach sich. Es handelt
sich um spannungsgesteuerte Calciumkandale, da sie durch einen entsprechenden Antagonisten, Nifedipin, geghemmt werden kénnen.
Diese Kandle spielen nur bei der AR eine Rolle und werden nicht bei der Kapazitation aktiviert. Ein alkalisches Inkubationsmedium
kann ebenfalls zur Offnung dieser spannungsabhéngigen Ca2+-Kanale filhren und damit die AR auslésen (FLORMAN et al., 1992). Es
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ist schon langer bekannt, dal? das pH-Optimum fiir die AR im akalischen Bereich bel 7,5-8,2 liegt. Bel niedrigerem pH-Wert nimmt der
Prozentsatz an zur AR fahigen Spermien schnell ab und ist kaum noch vorhanden bei eéinem pH-Wert von 6,1. Die hohe
Protonenkonzentration verhindert die Aufnahme von Calcium, wodurch die AR gehemmt wird (MURPHY , 1984).

Die Bedeutung dieser lonentransporte in vivo ist noch nicht vollig geklért. Nach FRASER (1993) wird das NaH*-Antiportsystem durch
die Bindung von kapazitierten Spermien an ZP3 phosphoryliert und damit aktiviert. Der Anstieg des pH-Wertesin der Zelle 6ffnet
wiederum Calciumkanale und fuhrt damit zur AR. Spermien besitzen auch unspezifische Kande fir divalente Kationen, die nicht
spannungsgesteuert sind. Ein Einstrom von Calcium tber diese Kanédle wéhrend der Kapazitation kénnte das Membranpotential
verandern und die spannungsabhdngigen Calciumkandle aktivieren, der anschlieffende starke Calcium-Influx fihrt dann zur AR
(FLORMAN, 1994).

2.2.4. Weitere Moglichkeiten zur Ausdosung der AR

Die Auslésung der AR an der Zona pellucida kann als der natirliche Vorgang betrachtet werden. In vitro kdnnen multiple andere
Substanzen auch eine AR ausl 6sen. Einige davon sind im weiblichen Genitaltrakt vorhanden und kénnten bereits vor dem Kontakt der
Spermien mit der Zona pellucida zu vermehrten AR fuhren. Aufgrund der oben dargestellten Mechanismen, die in vivo zur Auslésung
der AR fihren, teilt man in vitro die induzierenden Faktoren nach ihrer Wirkungsweise ein (TARIN u. TROUNSON, 1994).

Die physiologischen Induktoren |8sen Giber Membranrezeptoren und/oder "second messenger" die AR aus und sind im weiblichen
Genitaltrakt enthalten. Bereits 1969 zeigt YANAGIMACHI, dai Follikelfllussigkeit die AR bei Bullenspermien des Rindes ausl 6sen
kann. Follikelfltissigkeit enthalt grof3e Mengen an Chondroitinsulfat, welches die AR beim Rind induziert (LENZ et al., 1982).

Glykoproteine in der interzellul&ren Matrix des Cumulus oophorus kénnen ebenfalls zur Ausldsung der AR bei Humanspermien fihren
(TESARIK, 1985). ANDERSON u. KILLIAN (1994) charakterisieren ein atriales natriuretisches Peptid in der humanen
FollikelflUssigkeit als Induktor der AR. Mehrere Faktoren tragen somit dazu bei, dal3 zum Zeitpunkt der Ovulation und des
Zusammentreffens von Spermien und Oozyte eine verstérkete Induktion der AR stattfindet. Ein weiterer physiologischer Faktor ist
Progesteron, welches AR bei Humanspermien verursachen kann (BLACKMORE et al., 1990).

Die unphysiologischen Faktoren wirken meist durch direkte Eingriffe in die Lipidstruktur der Membranen. Hierzu gehdren Abkihlung
und Erhitzen, bzw. der Einfluf3 von Substanzen wie Ethanol und Lysophosphatidylcholin (LPC) (MEIZEL, 1984). LPC fihrt zu einer
Membrandestabilisierung durch Erhéhung des Anteils an Phospholipiden (s.0). Aufgrund seiner rdumlichen Struktur verursacht dieses
Phospholipid eine sehr starke Labilitét der Membran.

Wie bereits oben beschrieben, ist das Verhdtnis von Cholesterin zu Phospholipiden wichtig fur die Membranstabilitét. Eine Erhéhung
des Anteils an Phospholipiden fihrt zu einer Destabilisierung. Die Entfernung von Cholesterin allein vermag nicht die AR auszul 6sen,
erhoht aber den Prozentsatz an AR bei nachfolgender Stimulation. Der Einbau von Dilauroyl-Phosphatidylcholinvesikel (PC12) in die
Spermienmembran |6st eine AR aus. Diese Methode flhrt ebenfalls wie lonophor zu einer raschen cal ciumabhangigen AR vieler Zellen.
Es kommt zu einer Diffusion von Phosphatidylcholin in die &ufere Plasmamembran. Die Anreicherung kurzkettiger Lipide verandert die
Membraneigenschaften. Eine erhthte Permeabilitét fuhrt dann zu einem Einstrémen von Calciumionen (NOLAN et al., 1992).

Einige Substanzen kombinieren physiol ogische mit unphysiol ogischen Mechanismen. Hierzu zéhlen Cal ciumionophor,
hyperosmotisches Medium und Arachidonséure. lonophor ist a's einer der stérksten Induktoren der AR bekannt. Es bewirkt einen starken
Calciumeinstrom, unabhangig von der Kapazitationsdauer. Die Inkubation mit G-Protein-Inhibitoren flhrt dabei nicht zu einer
Hemmung der AR. Calciumionophor st die AR demzufolge nicht Uber Aktivierung von G-Proteinen aus (ENDO et al., 1987), es flhrt
aber zu einer Anreicherung von DAG in Schafbockspermien (ROLDAN et al., 1994).

Eine Inkubation mit Heparin kann bereits zahireiche AR bei Bullenspermien hervorrufen (HANDROW et a., 1982). Dies fihrt zu der
Frage, ob Ejakulate von verschiedenen Bullen sich in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber Heparin unterscheiden und ob diesin
Zusammenhang mit der Befruchtungsfahigkeit steht. BLOTTNER et al. (1990) beschreiben die unterschiedliche Fahigkeit von
verschiedenen Bullen zur AR nach einer Kapazitation mit Heparin und ermitteln eine Korrelation zur IVF.

2.2.5 Spontane Akrosomenr eaktion

Spontane AR zeigen sich wahrend der I nkubation von Spermaproben zur Kapazitation vor Zugabe eines spezifischen ausl 6senden
Faktors. Sie entstehen wahrend der Kapazitation durch wahllose Aggregationen von ZP3-Rezeptoren auf der Spermienoberflache
(LEYTON u. SALING., 1989). Bei Betrachtung der oben genannten Mechanismen, die bei der Kapazitation und AR eineRolle spielen,
ist ersichtlich, dal’ einige Faktoren, die eine Kapazitaton ausldsen, auch eine AR bewirken kénnen. Von Bedeutung ist dabei auch die
Variabilitét der Spermienpopulation eines Ejakulates und die Handhabung dieser Spermien vor und nach der Gefrierkonservierung. Esist
nicht verwunderlich, daf3 spontane AR bereits zahlreich wéhrend der Kapazitation auftreten konnen.

Untersuchungen an Humanspermien ergeben, dal? die Spermien, die in die Zona pellucida eindringen, ihren akrosomalen Inhalt bei der
Bindung an diese verlieren. Nur die Spermien, dieihre AR in Nachbarschaft der Zona pellucida durchlaufen, konnen die Eizelle
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penetrieren (FLORMAN u. STOREY, 1982). Eine AR vor Erreichen der Oozyte fhrt zu einem Verlust der Befruchtungsfahigkeit. Esist
sehr unwahrscheinlich, dal3 die spontan auftretende AR eines Spermiums genau zu dem Zeitpunkt eintritt, bei dem dieses die Zona
pellucida erreicht. Viele Autoren haben der spontanen AR keine Bedeutung beigemessen. Doch ist ein hoher Anteil an spontaner AR in
einigen Ejakulaten gefunden worden. Dies wirkt sich negativ auf die Fruchtbarkeit aus (CUMMINS et al., 1991). Somit sollten bel
Laboruntersuchungen im Hinblick auf die Fertilitét moglichst wenig spontane AR auftreten und eine grof3e Anzahl von Spermien erst bei
adaguatem Stimulus entsprechend reagieren (TESARIK, 1989).

Der Prozentsatz an spontaner AR von Mausespermien betragt im Uterus selbst nach stundenlanger Inkubation 8%, wahrend im Eileiter
bereits 43% akrosomenreagiert sind, unabhangig von der Aufenthaltsdauer. Dies kdnnte auch in positivem Zusammenhang mit der
Befruchtungsfahigkeit stehen, falls der akrosomale Inhalt dieser Spermien das Durchdringen des Cumulus oophorus fr die
verbleibenden akrosomintakten Spermien ermdglicht. (KLEMM u. ENGEL, 1991).

2.2.6. Bisherige funktionelle Fertilitatstests

Infertilitét wird bei Spermienproben trotz normaler konventioneller Spermienparameter immer wieder beobachtet (JEULIN et al., 1986).
Diese Parameter reichen nicht aus, um konkrete Prognosen treffen zu kdnnen. Die Entwicklung eines funktionellen Tests von Spermien
steht daher im Vordergrund. Der Penetrationstest von Spermien in zonafreie Hamsteroozyten wird zuerst von YANAGIMACHI und
MAMHI (1976) erlautert. Dieser Test wird haufig eingesetzt, um die in-vitro-Fertilisationsfahigkeit von Ejakulaten des Menschen zu
beurteilen und korreliert mit Ergebnissen der IVF. Die Beurteilung von Sperma anhand dieses Tests ist sehr aufwendig und nicht fur
Routineuntersuchungen von Bullengjakulaten geeignet. Im Gegensatz hierzu finden MARSHBURN et al. (1992) keine Korrelation
zwischen diesem Penetrationstest und der IVF von Humanspermien. Auch die IVF ist flr eine Routineuntersuchung aufwendig und
bendtigt Tiermaterial, wel ches teilwei se schwierig zu beschaffen ist. Die Suche nach einfacheren funktionellen Fertilitétstests hélt noch
an. Im folgenden sind die Versuche aufgelistet, die die Fahigkeit zur Kapazitation und AR in Relation zur Fertilitét bringen.

SAACKE (1972) ermittelt an aufgetauten und fir 10 Stunden inkubierten Bullenspermien den Prozentsatz an Zellen mit intaktem
Akrosom. Sie finden eine signifikante Korrelation zur 90-Tage-NRR der Bullen. Bei einer spéteren sehr dhnlichen Untersuchung kann
jedoch keine Korrelation zwischen Anzahl an Spermien mit intaktem Akrosom und NRR gefunden werden. Die Betrachtung der
Spermien mit intaktem Akrosom liefert keine Aussage dariiber, ob und wann diese Spermien eine AR durchlaufen kénnen. Es wird eine
hohe Variabilitét des zeitlichen Auftretens von AR zwischen den untersuchten Bullen festgestellt. Dies wird auch von den

K apazitationsbedingungen beeinflulit (CUMMING, 1995).

Zahlreiche Autoren ermitteln bei verschiedenen Ansétzen eine Korrelation von diversen Kapazitationsparametern zur NRR. Darunter
auch die Anzahl an AR von gefrierkonservierten Bullenspermien nach Inkubation mit Chondroitinsulfat und die Bindungsaffinitét fur
3H-Heparin (AX et a., 1985; MARKS u. AX, 1985). Der Nachweis der K apazitation von Bullenspermien durch Bindung von
fluoreszenzmarkierten Antikorpern gegen Mausespermien gelingt RAJAMAHEDRAN et al. (1994). Diese kreuzreagierenden Antikorper
binden nur an kapazitierte Spermien, nicht mehr nach der AR. Es zeigt sich eine Korrelation zwischen 1VF-Rate bzw. induzierbarer AR
durch LPC und der Bindung von Antikorpern.

Bei vielen weiteren Untersuchungen wird die Fahigkeit zur Oozytenpenetration bzw. die IVF-Rate mit den untersuchten Parametern
verglichen. Die Oozytenpenetrationsrate von Bullenspermien korreliert mit der Anzahl an mit lonophor induzierbarer AR (AITKEN et
al., 1987) und dem Prozentsatz an AR nach Induktion durch Lysophosphatidylcholin (PARRISH et a., 1988). Die Ergebnisse dieser
Untersuchungen sind nicht ohne weiteres aussagekraftig im Hinblick auf die Befruchtung nach kiinstlicher Besamung. Selbst neueste
Arbeiten zeigen, dal? beim Bullen keine Korrelation zwischen IVF und NRR besteht (KAWAGUCHi, 1992; SCHNEIDER et d., 1996).

Viele verschiedene Fertilitatstests werden an Humanspermien entwickelt. Das Anliegen dieser Untersuchungen ist die Einschdtzung des
|V F-Erfolges von Patienten mit Infertilitét. Es liegen deutliche Fertilitétsunterschiede zwischen Patienten und Kontrollgruppe vor. Dies
spiegelt sich in den untersuchten Laborparametern wider. Im Gegensatz dazu liegen bei der Untersuchung verschiedener Zuchtbullen nur
geringe Differenzen der Fertilitét vor, die schwieriger durch diese Untersuchungen darstellbar sind. Aber die Ergebnisse zeigen, dal3 ein
Zu geringer Prozentsatz an AR nach Zugabe von verschiedenen Induktoren z.B. Follikelfllissigkeit oder lonophor mit einer verminderten
Fertilitét einhergeht (CALVO et al., 1994; PAMPGLIONE et al., 1993).

Die oben erwdhnten Tests und auch andere Ansétze zur V orhersage von Befruchtungsergebnissen beriicksichtigen nicht, dal3 spontane
AR ohne au3eren Stimulus auftreten. Diese AR werden nicht von den induzierten AR unterschieden. Aber der Prozentsatz an spontaner
AR variiert stark von Individuum zu Individuum und kann somit die Befruchtungsfahigkeit des Ejakulates beeinflussen (TESARIK,
1989). Deshalb konnte bei einigen Untersuchungen keine Korrelation zwischen gesamter AR (spontaner und induzierter) und Fertilitat
gefunden werden (FENICHEL et a., 1991; HENKEL et al., 1993). Die Bedeutung der spontanen AR wird auch deutlich bel
Experimenten von LIU u. BAKER (1994). Die Anzahl an spontaner AR ist sowohl bei Patienten mit Infertilitét als auch bei der
Kontrollgruppe gleich hoch. Die Anzahl an durch lonophor induzierbare AR ist bei der Gruppe mit Infertilitét niedriger als bei der
Kontrollgruppe. Trotz der Bindung an die Zona pellucida kommt es nicht in erwartetem Mal3e zur AR. Auch CUMMINS et a. (1991)
finden bei subfertilen Mannern einen erniedrigten Prozentsatz an induzierbarer AR durch lonophor nach Abzug der spontanen AR
(ARIC-Test = AR nach Stimulation durch lonophor).
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Abb. 2: Hauptprozesse der Kapazitation und Akrosomenreaktion
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2.3. Beinflussung der Sper mienfunktion durch Seminalplasma
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Seminalplasmaist der spermienfreie Anteil des Ejakulates. Es wird Uberwiegend von den akzessorischen Geschlechtsdriisen gebildet und
wahrend der Ejakulation den Nebenhodenspermien beigemischt. Beim Bullen sind sowohl Ampulla ductus deferentis als auch die
Glandulavesicularis, prostatica und bulbourethralis al's akzessori sche Geschlechtsdriisen ausgebildet. Der grofite Volumenanteil des
Seminal plasmas wird von den Bl&Rchendriisen (Glandulae vesicul ares) gebildet. Sie sezernieren ein gelatindses, fruktosehaltiges und
akalisches Sekret. Ein geringerer Anteil des Seminal plasmas wird im Nebenhoden den Spermien beigemischt. Das Seminalplasmaist
ein komplex zusammengesetztes Sekret mit Makromolekiilen wie Glykoproteinen, Enzymen, Prostaglandinen, Phospholipiden und
kleineren Molekiilen wie Fruktose, Zitrat, Laktat und verschiedenen Aminosiuren (SCHULKE, 1991). Die Wirkung der

Seminal plasmabestandteile beschrénkt sich nicht nur auf die Spermienfunktion. Das Seminal plasma des Ebers enthélt hohe

K onzentrationen an Ostrogenen. Diese fiihren beim weiblichen Tier zu myometrialen Kontraktionen und zu einem Anstieg der
Ostrogenkonzentration im peripheren Blutkreislauf des weiblichen Tieres. Ein Zusammenhang zwischen diesem Ostrogenanstieg,
Duldung, LH-Freisetzung und Ovulation wird angenommen (CLAUS et al., 1987).

Hodenspermien sind unféhig zur Befruchtung (BEDFORD u. COOPER, 1978). Es bedarf nach Abschluf3 der Spermiogenese im Hoden
einer Reifung der Spermien im Nebenhoden. Die Nebenhodenpassage dauert beim Bullen 8-11 Tage. Wahrend dieser Zeit werden bis zu
90% der alkalischen HodenflUssigkeit resorbiert. Die Nebenhodenepithelien sezernieren Glykoproteine, Lipide und Enzyme. Es kommt
zu einem Verlust des Zytoplasmatropfens und zur Ausdehnung des Akrosoms mit strukturellen Veranderungen an K opf, Hals und
Mittelstiick (GARNER u. HAFEZ, 1993). Die Verdnderungen im Nebenhoden, besonders die testosteronabhangige Reifung der
Spermienmembranen, sind V oraussetzung fir die Befruchtungsfahigkeit. Die Spermien erlangen hier auch die Fahigkeit zur Bewegung.
Beide Eigenschaften werden erst im Nebenhodenschwanz vollsténdig entwickelt, welcher als Speicher der Spermien anzusehen ist.

Das Seminalplasma enthélt sowohl Bestandteile zur Aufrechterhaltung des Spermienstoffwechsels als auch zur Beinflussung von
Kapazitation und AR. Neuere Untersuchungen fuhrten zur Entdeckung zahlreicher hemmender und fordernder Elemente des
Seminalplasmas. Es werden hier nur die fir Bullensperma bedeutensten Faktoren genannt.

2.3.1. Dekapazitationsfaktoren des Seminalplasmas

Der Zusatz von Seminal plasma zu bereits kapazitierten Spermien hemmt ihre Befruchtungsfahigkeit. Dieser "dekapazitierte” Zustand ist
reversibel, und die Spermien kénnen durch abermalige Kapazitation im weiblichen Genitaltrakt wieder "rekapazitiert” werden (CHANG,
1957). Die Substanzen, die eine Kapazitation reversibel verhindern, werden als Dekapazitationsfaktoren bezeichnet. Sie stabilisieren die
Spermienmembran und verhindern eine vorzeitige Kapazitation wahrend der Passage durch den ménnlichen Geschlechtstrakt. Erst
wahrend der Kapazitation im weiblichen Genitaltrakt wird die Wirkung dieser Faktoren nach und nach aufgehoben.

Nebenhodenspermien bendtigen eine Kapazitation, bevor sie befruchten konnen (WEINMAN u. WILLIAMS, 1964). Eine Stabilisierung
der Spermienmembran erfolgt teilweise bereits im Nebenhoden. Die Reifung der Spermien im Nebenhoden beinhaltet eine Einlagerung
von Neuraminséure und Steroidsulfat in die Spermienmembran, die zu ihrer Stabilisierung fuhrt (BEDFORD, 1963; GORDON et dl.,
1975). Durch Nebenhodenextrakt kénnen Mausespermien dekapazitiert werden (IWAMATSU u. CHANG, 1969).

HUNTER u. NORNES isolieren 1969 ein Glykoprotein von 170 kDA mit dekapazitierender Wirkung. Spétere Untersuchungen an
Kaninchenspermien fuihren zur Isolation eines Glykoproteins, welches die AR bei Inkubation mit Follikelfllssigkeit hemmt. Dieses
Protein wird akrosomstabilisierender Faktor genannt (ASF) (ENG u. OLIPHANT, 1978). ASF hat N-gebundene Seitenketten mit einem
hohen Gehalt an Mannose. Dies verleiht dem ASF die Fahigkeit zur Blockierung der Galaktosyltransferase auf der Spermienoberfléche.
Die Galaktosyltransferase ermoglicht eine Bindung an die Zona pellucida der Eizelle. Die Aktivitét dieses Enzymsist erst nach erfolgter
Kapazitation nachweisbar (SHUR u. HALL, 1982). ASF wird von Epididymalzellen synthetisiert und bindet im Nebenhoden an die
Spermien. Es verhindert die AR selbst in den Konzentrationen, die im Sperma nach Verdiinnung durch das Seminal plasma der
akzessorischen Geschlechtsdriisen anzutreffen sind (THOMAS et al., 1984).

Eine Inkubation von Spermien mit cholesterinhaltigen Vesikeln fuhrt zur Dekapazitation. Im Seminal plasma des Kaninchens befinden
sich lipidhaltige Vesikel, die auf diese Weise die Kapazitation der Spermien verhindern. Dies 183t die Schlul3folgerung zu, daid der
Einbau von Cholesterin in die Plasmamembran der Spermien eine Stabilisierung bedingt (DAVIS, 1976). Allerdings erfolgt die
Dekapazitation durch die Vesikel langsamer als mit vollstdndigem Seminalplasma, so dal3 noch weitere unterstiitzende Faktoren zu
suchen sind. Eine Stabilisierung der Spermienmembran wird auch durch Spermin verursacht. Spermin ist ein reversibel an
dieSpermienoberflache bindendes Polyamin, welches die laterale Proteindiffusion innerhalb der Membran von Schafbockspermien
hemmt. Dies stahilisiert die Membran, und es kommt vermutlich aufgrund der Blockierung des Phosphatidylinositolabbaus zur
Hemmung der Kapazitation. Wahrend der Kapazitation kommt es zu einer Abnahme der Sperminbindung an die Membranoberflache
(RUBINSTEIN u. BREITBART, 1991).

Eine zentrale Rolle bei der Kapazitation, AR und auch Hyperaktivierung der Spermien spielt die Cal ciumaufnahme.
Nebenhodenspermien zeigen im Vergleich zu gjakulierten Spermien einen intensiveren Calciumeinstrom. Die Cal ciumaufnahme von
Nebenhodenspermien wird durch Zugabe von Seminalplasma verhindert (BABCOCK et a., 1979). RUFO et al. (1982) konnten ein
akalisches Protein aus bovinem Seminal plasma isolieren, welches die Cal ciumaufnahme blockiert und danach benannt wurde (Caltrin =
calcium transport inhibitor). Caltrin bindet an die Plasmamembran Uber dem Akrosom und an Regionen des Spermienschwanzes,
allerdings nicht postakrosomal oder tber dem Mittelstiick. Die Bindung hemmt das Na+Ca2*-Antiportsystem der Plasmamembran. Ein
frihzeitiger Calciumeinstrom und somit das I nitial stadium der AR von Spermien im Seminal plasma wird dadurch gehemmt.
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Waéhrend der Kapazitation im weiblichen Genitaltrakt kommt es zu einer Konformationsdnderung mit resultierender Funktionsanderung
des Caltrins. Bel Erreichen der Eizelle fordert Caltrin die Calciumaufnahme in die Zelle und somit die AR (SAN AGUSTIN et al., 1987).
Beim leicht sauren pH-Wert des Seminalplasmas (pH = 6,9) enthdlt dieses amphiphile Molekil hauptséchlich positiv geladene
Seitengruppen, an die vermehrt verschiedene Anionen binden. Diverse anionische K ofaktoren des Seminal plasmas unterstiitzen in
unterschiedlichem Mafe die Caltrinwirkung. Hauptséchlich Phosphatidylserin verstérkt die hemmende Caltrinfunktion. Werden die
anionischen Komponenten entfernt, wird der Calciumeinstrom geférdert (CLARK et a., 1993).

Niedermolekulare Proteine (12-15 kDa) auf der Spermiencberfléche, die einen Einflul? auf die Kapazitation und Bindung an die Zona
pellucida haben, werden unter dem Begriff Spermadhésine zusammengefaldt und stammen Uberwiegend aus der Blaichendriise. Ein
solches Spermadhasin des Bullen ist aSFP (acidic seminal fluid protein). Diesesist nach der Kapazitation nicht mehr auf der
Spermienoberfldche nachwei sbar, so dal’ eine dekapazitierende Wirkung angenommen wird (DOSTALOVA et ., 1994). Die meisten
Untersuchungen Uber Spermadhésine werden an Eberspermien durchgefiihrt. Sie unterstiizten die Bindung an die Zona pellucidaund
besitzen heparinbindende Eigenschaften. I|hre Wirkung ist damit eher kapazitationsférdernd. Ahnliche Befunde beim Bullen stehen noch
aus (CALVETE et d., 1995).

2.3.2. Kapazitationsfor der nde Faktoren des Seminalplasmas

V erschiedene Untersuchungen deuten auf kapazitationsférdernde Faktoren im Seminalplasma hin. Die Bindung der Spermien an die
Zonapellucida fuhrt nur zur AR, wenn die Nebenhodenspermien vorher Kontakt mit Seminal plasma hatten (FLORMAN u. FIRST,
1988b). Spermien des Nebenhodenschwanzes bendtigen eine wesentlich langere Inkubation mit GAG bis zur AR als gjakulierte
Spermien (LENZ et al., 1982; Handrow et al., 1982). Werden Epididymal spermien mit Seminalplasmain Kontakt gebracht und
anschliefiend, nach Abtrennung des Seminalplasmas, mit GAG inkubiert, so benétigen sie eine den gjakulierten Spermien entsprechende
Inkubationszeit. Diese kapazitationsfordernde Wirkung des Seminal plasmas wird bereits nach 20 Minuten erreicht. Ein kurzer Kontakt
mit dem Seminal plasmareicht daher aus, um die Kapazitation zu unterstiitzen (LEE et al., 1985)

Heparinbindende Proteine im Bullenseminal plasma sind inzwischen auch bekannt. Sie sind nur auf ejakulierten Spermien nachweisbar
und nicht auf Nebenhodenspermien. Eine Inkubation mit diesen Proteinen aleine reicht nicht zur Kapazitation aus. Die Proteine
vermitteln die Wirkung des Heparins durch Bindung an die Plasmamembran. Der Zusatz solcher Proteine zu Nebenhodenspermien
erhoéht die Anzahl an Heparinrezeptoren auf der Spermienoberflache (MILLER et al., 1990). Dies erklart auch, warum Heparin nicht in
der Lageist, Nebenhodenspermien zu kapazitieren, obwohl es an diese bindet. Die kapazitierende Wirkung von Heparin zeigt sich bei
Nebenhodenspermien, die kurzfristig mit Seminal plasma inkubiert wurden (HANDROW et al., 1984).

Die heparinbindenden Proteine verschiedener Tierarten stimmen mit ihren Molekulargewichten, ihrer Fahigkeit, an Spermien zu binden
und ihren lektindhnlichen Eigenschaften groftenteils Uberein (MILLER u. AX, 1990). Die Féhigkeit zur Heparinbindung dieser Proteine
wurde beim Bullen untersucht. Sie fordern die AR bei Kontakt mit der Zona pellucida. Dies gelingt nicht bei Inkubation mit anderen
Eiweil3en des Seminalplasmas. Sie binden locker an die Spermienoberflache und kénnen durch hypertonisches Medium entfernt werden
(MILLER et al., 1990). Im Gegensatz zu den Verhaltnissen beim Bullen ist es méglich, durch Bindung an die Zona pellucidaeine AR
bei Hamster- und M&usespermien des Nebenhodenschwanzes zu induzieren (FLORMAN u. STOREY 1982, WASSARMAN, 1988). Bei
dieser Spezies vermitteln Proteine des Nebenhodens eine kapazitati onsférdernde Wirkung (FLORMAN u. FIRST 1988b).

Die heparinbindenden niedermolekularen Proteine im Seminal plasma des Bullen werden nach ihrem Molekulargewicht BSP-A1,
BSP-A2, BSP-A3 u. BSP-A30 genannt. Die Bennenung der Proteine ist noch nicht einheitlich, so wird BSP-A1 auch als PDC-109
bezeichnet. Dieses Proteinbindet an gakulierte Spermien und ist nach der AR nicht mehr auf der Oberflache der Spermien zu entdecken
(CALVETE et al., 1994). MANJUNATH et al. (1994) zeigen, dal3 diese Proteine an Phospholipide der Plasmamembran binden. Sie
beeinflussen dadurch die Aktivitét der

Phospholipase A, und den Phospholipidumsatz der Membranen wahrend Kapazitation und AR. Sie modulieren auch die Kapazitation

der Spermien durch Heparin (THEREN et al., 1995).

Im Seminal plasma des Ebers befindet sich von der Blaichendriise sezernierte Arylsulfatase. Erst bei der Ejakulation kommt es zum
Kontakt der Spermien mit diesem Enzym. Die Arylsulfatase fhrt zu einer Desulfatierung eines Plasmamebranlipides der Spermien
(Seminalipid). Dieses hat einen hohen Anteil an anionischen Seitengruppen, die zur Aufrechterhaltung der negativen Oberflachenladung
beitragen. Durch die Enzymaktivitat kommt es zur Anderung dieser Ladung und zu einer erhdhten lonenpermesbilitét. Dies fordert
Kapazitation und AR (GADELLA et a., 1993). Bovines Seminal plasma enthalt (3-Glukuronidase in hoher Konzentration. Dieses Enzym
bindet in vitro an die Spermienoberfléche und unterstiitzt das Auflésen des Cumulus oophorus vor der Befruchtung (RETHINASWAMY
et al., 1994). Auch eine Aktivitét von Phospholipase A, wird im Sekret der bovinen BlaRchendriise nachgewiesen. Phospholipase A,

kann in der Gegenwart von Heparin die AR ausl6sen (RONKKO et al., 1994).

2.4. Spermienmotilitéat
2.4.1. Physiologie der Sper mienbewegung
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Die Bewegungsfahigkeit der Spermien beruht auf der Struktur und Funktion des Spermienschwanzes. Radiar angeordnete Mikrotubuli
durchziehen den Spermienschwanz in seiner vollen Lange. Entsprechend dem Aufbau von Zilien und Geif3eln anderer Zellen sind neun
aulRere Doppeltubuli und zwei zentrale einzelne Mikrotubuli angeordnet. Die Mikrotubulistruktur wird als Axonem bezeichnet. Die
Doppeltubuli sind untereinander durch Seitenarme aus Dynein verbunden. Die Bewegung erfolgt nach dem Prinzip des
Filamentgleitmodells. Das kontraktile Protein ist Dynein. Dieses Protein zeigt eine ATPase-Aktivitét und ist abhangig von zweiwertigen
Kationen. Die Hydrolyse von ATP fihrt zu einer Konformationsénderung des Proteins, so dal? es an den ndchsten Tubulusabschnitt
binden kann. Nach der Abspaltung der Produkte nimmt es wieder die alte Konformation an und verschiebt dabei die Filamente
gegeneinander. Eine erneute Bindung von ATP wiederholt den Vorgang.

Die Spermienbewegung ist daher ein energieverbrauchender Prozel3. Substanzen, die in den Energiestoffwechsel der Zelle eingreifen,
beinflussen demnach auch die Motilitat von Spermien (SCHULKE, 1991). Funktionell sind die verschiedenen Kompartimente des
Spermiums vollsténdig voneinander getrennt. Eine Bewegung des Spermienschwanzes erfolgt selbst nach Abtrennung des Kopfes und
ohne die an der Basis des Flagellums befindlichen Mitochondrien. Notwendig ist lediglich die Zufuhr von Mg-ATP und Mg-ADP
(LINDEMANN u. KANOUS, 1989).

Nach der Ejakulation zeigen Spermien eine deutliche progressive und lineare V orwértsbewegung. Dieser Bewegungsablauf 8ndert sich
wahrend der Kapazitation und resultiert schliefdlich in der hyperaktivierten Bewegung (YANAGIMACHI 1988). Zuerst wird die
Anderung des Schwanzschlages im Zusammenhang mit der K apazitation an Hamsterspermien beobachtet (YANAGIMACHI u. NODA,
1970). Die Hyperaktivierung ist gekennzeichnet durch eine heftige peitschenschlagahnliche Bewegung des Spermienschwanzes, grol3erer
Schlagamplitude und eher zirkuléren Schwimmbahnen mit achterspurenzeichnender K opfbewegung. Auch die laterale K opfauslenkung
(ALH) und die Frequenz der Kopfbewegung (BCF) nehmen zu.

Voraussetzung fir die Hyperaktivierung ist die Calciumaufnahme der Spermien (YANAGIMACHI u. USUI, 1974; SUAREZ et al.,
1983). Durch Zugabe von EDTA zum Inkubationsmedium wird die Matilitét gehemmt. Eine Hemmung der NarK+*ATPase innerhalb der
Spermienmembran fordert die Motilitéat tber die Offnung der spannungsgesteuerten Calciumkanéle. Eine Hemmung dieser Kandle durch
Nifedipin hemmt die Moatilitdt (KANWAR et al., 1993). Die Calciumwirkung wird durch Bindung an Camodulin innerhalb des
Spermienschwanzes vermittelt (FORRESTER u. BRADLEY/, 1980). Die Steuerung des Cal ciumtransportes durch Caltrin vor und
wahrend der Kapazitation wurde oben beschrieben. Caltrin bindet auller am Spermienkopf auch an Regionen des Spermienschwanzes
und beeinflufdt die Matilitdt. Direkt nach der Ejakulation fordert Caltrin die eher lineare Bewegung der Spermien, indem es einen zu
starken Calciumeinstrom verhindert. Im Eileiter unterstiitzt es die hyperaktivierte Bewegung durch Erhdhung des Calciumeinstromes
(CORONEL u. LARDY, 1992).

Die Notwendigkeit des Calciumeinstromes fir die Hyperaktivierung bedingt auch eine Abhangigkeit der Motilitdt vom pH-Wert, da
dieser spannungsgesteuerte Calciumkandle reguliert. Die Motilitdt nimmt unterhalb eines pH-Wertes von 6,1 ab und ist deutlich
gesteigert im alkalischen Medium (MURPHY/, 1984; GOLTZ et ., 1988).

Ein weiterer motilitatsregulierender Faktor ist CAMP. Spermien erlangen die Fahigkeit zur Bewegung erst im Nebenhodenschwanz.
Waéhrend der Passage durch den Nebenhoden wird der Gehalt an cAMP erhéht, und die Epithelien sezernieren einen motilitétsfordernden
Faktor (HOSKINS et al., 1978; AMANN et al., 1982). Durch die Erhthung der cAMP-K onzentration wird eine Proteinkinase aktiviert,
welche die Proteine des Axonems phosphoryliert. Es kommt zur Verstdrkung der Motilitét und Hyperaktivierung ejakulierter Spermien
(YANAGIMACHI, 1988). Substanzen wie Koffein, Theophyllin oder Papaverin hemmen den Abbau von cAMP und halten so die
Spermienmotilitét Gber einige Stunden aufrecht.

Die Spermienmotilitdt kann durch Zusatz verschiedener Substanzen beeinfluf3t werden, von denen einige in vivo von Bedeutung sind.
Follikelfllssigkeit enthalt einen motilitétsstimulierenden Faktor (YANAGIMACHI, 1969). Dieser Faktor steigert die ALH und die
Geschwindigkeit der Spermien (MCNUTT et al., 1994). Gleiches wird erreicht durch Inkubation von Spermien mit einem Medium, in
dem sich vorher Cumuluszellen befanden (FETTEROLF et a., 1994). Spermien, die Cumulus oophorus zugesetzt werden, zeigen ein
vermehrtes Kraftpotential (WESTPHAL et al., 1993; STAUSS et al., 1995).Werden Spermien mit isolierten Molekilen des
Eileitersekretes inkubiert, kommt es zu einer Steigerung von ALH und BCF (ANDERSON u. KILLIAN, 1994). Die Spermienmotilitét
wird auch direkt durch die Eileiterepithelien reguliert. Die Spermienpopulationen, die an das Epithel haften, zeigen einen grél3eren
Prozentsatz motiler Spermien als die gesamte Population (THOMAS et a., 1994).

2.4.2. Erfassung der M otilitatsparameter

Unter dem Begriff Motilitdt von Spermien werden verschiedene Parameter des Bewegungsablaufes zusammengefaldt. Friher wurde
lediglich der Anteil vorwértsbeweglicher, ortsbeweglicher und unbeweglicher Spermien geschétzt. Die erhaltenen Schétzwerte
verschiedener Ejakulate sind nur vergleichbar, wenn sie von dem gleichen Personenkreis durchgefiihrt werden, da sie stark subjektiv
beeinfluf3t werden.

In den letzten Jahren wurde unter V erwendung verschiedener Techniken versucht, die Beurteilung der Spermienbewegung zu
objektivieren. Eine indirekte Messung der Motilitét ist durch Erfassung des Streulichtes von Spermien, die durch gebtindeltes Licht oder
Laserstrahlen wandern, méglich (COOKE u. HALLET, 1976; ROSS et al., 1983). Eine andere Mdglichkeit ist, die Bewegung von
Spermien auf Videoaufnahmen festzuhalten und anschlief3end auszuwerten. (KATZ u. DOTT, 1975, RIEMKE, 1984). Die
zeitaufwendige Auswertung dieser Aufnahmen wurde durch den Einsatz von Computern beschleunigt. Eine Auswertung digitalisierter
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Filmaufnahmen von Bullenspermien per Computer erfolgt bereits 1977 durch LIU u. WARME.

Schliefdich kommt es zur Entwicklung computergesteuerter Videomikrographiesysteme, mit denen eine objektivere und auch wesentlich
schnellere Erfassung der Spermienmotilitat ermoglicht wird (RIEMKE u. LEIDL, 1985; RATH et. a., 1987). Zur Durchfihrung einer
Messung wird verduinntes Spermain eine 10 pm tiefe Makler-Kammer gegeben und im Phasenkontrastmikroskop mit einer Videokamera
aufgenommen. Durch Mehrfachbelichtung werden mehrere Aufnahmen angefertigt. Die Kopfe der motilen Spermien werden mehrmals
hintereinander an verschiedenen Positionen dargestellt, wahrend immotile Spermien nur auf der gleichen Stelle erscheinen. Das analoge
Bild wird vom Computer digitalisiert und die verschiedenen Motilitatsparameter berechnet. Die Erkennung der Spermienzelle erfolgt
Uber den Grauwert, die Groéf3e und den Bewegungsablauf der K opfflachen.

Von den verschiedenen erfaldbaren Parametern seien hier nur einige genannt. Neben der Geschwindigkeit in um/s wird die Linearitét aus
der Abwei chung des tatséchlichen Spermienweges von der kiirzesten Strecke zwischen Anfangs- und Endpunkt der Bewegungsbahn
errechnet. Je geradliniger die Bahn, desto hoher ist der Linearitétswert. Ein weiteres Mal3 fir das Bewegungsmuster ist die laterale
Pendel bewegung des Spermienkopfes. Sie wird errechnet aus der maximalen Kopfauslenkung in um gegeniiber dem Kurvenmittel der
Spermienbahn. Zusétzlich wird die Frequenz der Kopfbewegung in Hz ermittelt.

Ein Vergleich zwischen geschétzten Motilitétsparametern und der computergesteuerten Motilitétsanalyse erfolgt durch MATHUR et al.
(1986). Die "computerized sperm motion analysis' (CASA) wird unter Verwendung von Cellsoft Software durchgefiihrt. Es ergeben sich
sowohl eine gute Wiederholbarkeit der Mel3werte als auch eine Korrelation zur geschétzten Anzahl vorwéartsbeweglicher Spermien.
Zusétzlich kann die Geschwindigkeit der Spermien ermittelt werden. Auch BUDWORTH et a. (1988) beschreiben das Cellsoft System
alsein prazises und akurates Mef3system fiir die Bewegungsparameter von Bullenspermien, sofern der Verdinner gefiltert wird und eine
entsprechend hohe Anzahl an Spermien und Bildern zur Messung genutzt wird.

Ein Problem videomikrographischer Spermienerfassung stellt der im Verdinner hdufig enthaltene Eidotter dar. Die Eidotterpartikel
erscheinen im mikroskopischen Bild dhnlich wie Spermienkopfe und werden alsimmoatile Spermien wahrgenommen. Eine zusétzliche
Erkennung der Spermien aufgrund ihres Schwanzes erfolgt beim " Stromberg-Mika cell motion analysis system". Die Spermien werden
in diesem Falle eindeutig von Partikeln gleicher Gréfe im Medium unterschieden (NEUWINGER et al., 1990; KRAUSE et ., 1993).

Auch die diversen computergestiitzten Analysesysteme sind noch subjektiv durch den Untersucher beeinfluRbar. Wichtig ist die
Verdinnung der Samenprobe vor der Untersuchung und die Einstellung der Softwareparameter. Diese sollten moglichst konstant
gehalten werden. Anhaltspunkte liefern die Grundeinstellungen der Mef3parameter fir verdiinnte Spermienproben von RATH et al.
(1987).

2.4.3. Beziehung der Motilitét zur Befruchtung

Beim natlrlichen Deckakt setzt der Bulle das Ejakulat innerhalb der Scheide ab. Die Spermien benttigen ihre V orwértsbeweglichkeit
zum Durchwandern der Zervix. Heutzutage erfolgt die Rinderzucht fast ausschliefdlich durch kinstliche Besamung, bei der die
Spermienprobe in den Uterus oder in den hinteren Zervixabschnitt inseminiert wird. Fir den Weitertransport der Spermien zum Eileiter
ist die Motilitét nicht so entscheidend, da sie grofitenteils auch passiv aufgrund der Uterusmotorik weitertransportiert werden kénnen und
selbst immotile Spermien den Eileiter erreichen (BAKER u. DEGEN, 1972). Im glnstigsten Falle erfolgt die kiinstliche Besamung
einige Stunden vor der Ovulation, so dal3 die Spermien nach der Kapazitation die Eizelle bereitsim Eileiter erwarten. Schon 2 Stunden
post inseminationem sind die meisten Spermien am Eileiteristhmus angelangt (LARSSON u. LARSSON, 1985).

Die unterschiedliche Anzahl motiler Spermien und die Geschwindigkeit sind somit bis zum Erreichen des Befruchtungsortes von
untergeordneter Bedeutung fur die Fertilitét. Dartberhinaus sind nicht alle immotilen Spermien tot. Grof3ere Bedeutung erlangt die
Motilitét innerhalb des Eileiters und beim Befruchtungsvorgang. Die V orwértsbeweglichkeit der Spermien unterstiitzt besonders den
Transport der Spermien vom Isthmus zur Ampulle des Eileiters (CUMMINS, 1982). Die hyperaktivierte Bewegung nach der
Kapazitation liefert die notwendige Antriebskraft zur Penetration der Eizellhillen (KATZ et al., 1978; FRASER u. QUINN, 1981).

Eine deutliche Motilitétsbeeintréchtigung nach léngerer Inkubationsdauer von Humanspermien zeigte sich als Indikator einer schlechten
Penetrationsrate (VAN DUREN u. DY ONNE, 1987). Die Geschwindigkeit und Linearitdt motiler Spermien ist hther in Ejakulaten
fertiler alsin solchen von infertilen Ménnern. Der Prozentsatz an Spermien mit erhohter Geschwindigkeit steht dabel eher in Relation zur
Fertilitdt a's die Durchschnittsgeschwindigkeit der gesamten Spermienpopulation (MATHUR et al., 1986). Bel einigen Untersuchungen
zeigte sich eine Korrelation der Geschwindigkeit mit der Penetration zonafreier Oozyten (FETTEROLF u. ROGERS, 1990) und der IVF
(HOLT et a., 1985). Die Mdglichkeit einer Fertilitatsprognose nach Insemination von aufgetautem, gefrierkonserviertem Humansperma
durch die Untersuchung verschiedener Motilitasparameter wird von MARSHBURN et a. (1992) erlautert. Besonders die
Geschwindigkeit und die absolute Anzahl motiler Spermien der Inseminationsdosis korrelieren mit der Fertilitét.

Untersuchungen ergeben eine Korrelation der Amplitude der lateralen K opfausienkung (ALH) und dem Prozentsatz vorwartsbeweglicher
Spermien mit der Oozytenpenetrationsrate in vitro. Es fand sich jedoch keine Korrelation zur Anzahl von AR nach Induktion durch
lonophor. Die AR und die Oozytenpenetration unterscheiden sich im Hinblick ihrer Beziehung zur Motilitét von Humanspermien
(AITKEN et al., 1994). Die Erfassung der Moatilitat gibt einen Hinweis auf eine mogliche Infertilitét bzw. herabgesetzte Fertilitét. Die
Motilitét wird nach dem Auftauen gefrierkonservierter Bullengjakulate als Qualitatsparameter verwendet, wobei Uber 50%
vorwartshewegliche Spermien als akzeptabel angesehen werden.
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2.5. ATP-Haushalt der Spermienzelle
2.5.1. Synthese und Bedeutung von ATP

Adenosintriphosphat (ATP) as energiereiches Substrat ist besonders fir die Bewegung des Spermienschwanzes essentiell. Die
intrazelluldre ATP-Menge reicht fir hochstens 30 Sekunden Bewegung und muf3 sténdig neu synthetisiert werden (RIKMENSPOEL,
1964). Die ATP-Synthese kann in Spermienzellen durch anaeroben und aeroben Abbau glykolytischer Substrate und durch oxidative
Phosphorylierung der Atmungskette erfolgen.

Sowohl anaerobe al's auch aerobe ATP-Bildung ist bei verschiedenen Saugetierspermien moglich. Bullenspermien sind unter Stickstoff
im glucosefreien Medium bewegungslos (SALISBURY u. LODGE 1962). Durch Zugabe von verschiedenen Zuckern bleibt die Motilitét
unter anaeroben Bedingungen bestehen. Bullenspermien kénnen ihren ATP-Bedarf fast ausschlief3dlich durch anaeroben glykolytischen
Abbau von Hexosen decken. Bullensperma weist einen hohen Gehalt an Fruktose auf. Dieser Zucker wird as Hauptenergiequelle fir
Bullenspermien angesehen, aber Glucose und Mannose kdnnen ebenfalls anaerob abgebaut werden. Im weiblichen Genitaltrakt dient
Glucose als Energiequelle. Die Enzyme des anaeroben Abbauweges befinden sich entsprechend ihrer Bedeutung fir die Motilitét
hauptsachlich im Spermienschwanz und sind im Spermienkopf nur geringfiigig vorhanden.

Auch unter aeroben Bedingungen zeigen Bullenspermien eine hohe Glykolyserate mit Bildung von Laktat. Die bei der Glykolyse
anfallenden Produkte Pyruvat und Laktat werden dem Citratzyklus zugefihrt. Spermien besitzen ein Isoenzym der Laktatdehydrogenase
innerhalb der Mitochondrien, welches Laktat zu Pyruvat umwandelt, dieses kann somit bei Anwesenheit von Sauerstoff im Citratzyklus
verstoffwechselt werden. Zur Atmungskette kénnen verschiedene Substrate verwendet werden, von denen im mannlichen und
weiblichen Genitaltrakt gentigend vorhanden sind. Der Sauerstoffpartialdruck ist ebenfalls ausreichend. Aber auch im substratfreien
Medium bleibt die Atmungskette von Bullenspermien erhalten, sofern Sauerstoff vorhanden ist. In diesem Fall wird die Atmungskette
durch Abbau von Fettsauren aufrechterhalten. Hauptquelle des ATP fir die Motilitét ist der glykolytische Abbau der Fruktose
(SCHULKE, 1991).

Obwohl die zur Bildung von ATP notwendigen Enzyme nur in geringem Mal3e im Spermienkopf vorhanden sind, ist ATP auch fur die
Regulation der Kapazitation und der AR von Bedeutung. Zahlreiche lonentransportsysteme der Plasmamembran benttigen ATP zur
Aufrechterhaltung ihrer Funktion (ZANEVELD et al., 1991).

2.5.2. ATP-Gehalt von Spermien

Zur Ermittlung der ATP-Konzentration dient das Biolumineszenzverfahren (BROOKS, 1970). Das in der Feuerfliege vorhandene
Luciferin wird mittels Luciferase durch Verbrauch von ATP in ein instabiles Produkt Gberfihrt, welches sich sofort unter Aussendung
von Licht zersetzt. Die Lumineszenz dieser Reaktion ist der ATP-Menge direkt proportional.

Der ATP-Gehalt von Bullenspermien wird zuerst von NEWTON u. ROTHSCHILD 1961 bestimmt. Sie geben 12,9 nmol ATP/108
Zellen an. Messungen durch andere Autoren ergeben Variationen von 11 bis 34 nmol ATP /108 Spermien. Dies kann durch Unterschiede
der Luziferase-Chargen bedingt sein (HOLM-HANSEN u. KARL, 1978). ATP muf3 zur Messung aus dem Spermium extrahiert werden.
Nach Extraktion durch Erhitzung der Proben sind die Werte niedriger (KAHN et al., 1982; BERGER, 1983) als bei Saureextraktion
(HAMMERSTEDT u. HAY, 1980).

Die ATP- und ADP-Konzentration eines Ejakul ates korreliert mit dem Prozentsatz |ebender Spermien. Sie korreliert auch mit der Anzahl
motiler Spermien der Probe. Es sind aber auch einige immotile, lebende Zellen vorhanden. Die Konzentration des ATP ist entscheidend
fr die Schlagfrequenz der Spermien (AMELAR et a, 1980). Bei gesteigerter Bewegungsaktivitét wird vermehrt ATP verbraucht, und
der Gehalt in den Spermien nimmt ab. Liegt ein Substratmangel vor, kann nicht gentigend ATP gebildet werden. Beim Vergleich
verschiedener Ejakulate bzw. Bullen unter dquivalenten Bedingungen ist ein verminderter ATP-Gehalt ein Indiz fir herabgesetzte
Spermienqualitét. Der ATP-Gehalt nimmt mit erhdhter Inkubationsdauer ab und ist in aufgetautenProben deutlich niedriger als vor der
Gefrierkonservierung. Der Einflul3 der Gefrierkonservierung kann eher durch Erfassung des ATP-Gehaltes ermittelt werden als durch die
Motilitétsainbul?en. Mit diesem Parameter lassen sich die durch Gefrierkonservierung erfolgten Noxen sensibler ermitteln als durch
Erfassung der Motilitat (KAHN et al., 1982).

Untersuchungen Uber die Korrelation zwischen ATP-Gehalt und Fertilitat sind widerspriichlich. BERGER ermittelt 1983 eine
signifikante positive Korrelation zum ATP-Gehalt, SODERQUIST et al. (1991) hingegen finden eine negative Korrelation zur NRR bei
Untersuchungen gefrierkonservierter Bullengjakulate, wéhrend die Anzahl vorwartsbeweglicher Spermien keine Beziehung zur NRR
zeigt.

3. Zieleder eigenen Untersuchungen
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Hauptziel dieser Arbeit ist es, Kriterien zu finden, die eine bessere Einschdtzung der Fertilitét eines Bullen anhand gefrierkonservierter
Ejakulate ermdglichen. In Erganzung dazu wird untersucht, ob die Funktionsfahigkeit der aufgetauten Spermien eines "schlechten"
Bullen verbessert werden kann, wenn das homologe Seminalplasma vor der Gefrierkonservierung durch das eines "guten” Bullen
ausgetauscht wird.

Aus der Literaturtbersicht wird deutlich, dal3 Spermien vor der Fusion mit der Eizellmembran zahlreiche komplexe biochemische
Prozesse durchlaufen miissen. Im Mittel punkt stehen dabei die zum Durchdringen der Eizellhiillen notwendige AR und die vorangehende
Kapazitation im weiblichen Genitaltrakt. Bel beiden Prozessen spielt die Calciumdynamik eine zentrale Rolle. Kapazitierende Faktoren
fuhren zu einem moderaten intrazellularen Ca2*-Anstieg, wahrend ein starker Anstieg der intrazellul&ren Cal ciumionenkonzentration den
Fusionsprozessen der AR vorausgeht.

Vor der kinstlichen Besamung werden Bullenspermien gefrierkonserviert gelagert. Das Einfrieren der Spermien fuhrt nicht nur zu einem
hohen Verlust motiler Spermien, sondern auch zu Veranderungen an der Spermienmembran und zu einem intrazelluléren Anstieg der
Calciumionenkonzentration (BAILEY u. BUHR, 1993; FULLER u. WHITTINGHAM, 1995). Gefrierkonservierte Spermien
kapazitieren daher schneller als frisch gjakulierte Spermien. Die Einwirkung des Gefrierprozesses auf die Spermien ist bei den
aufgetauten Proben nicht immer im gleichen Mal3e zu erkennen, so dal3 von einer Labilitét bestimmter Ejakul ate bzw. bestimmter Bullen
gegenlber der Gefrierkonservierung ausgegangen werden kann.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit (Versuchsreihe ) wird ein funktioneller Fertilitatstest mit den gefrierkonservierten Bullenejakul aten
durchgefiihrt und die Ergebnisse mit der Non Return Rate (NRR) verglichen. Bisherige funktionelle Fertilitétstests beschrénken sich auf
die Erhebung des Prozentsatzes von spontaner oder induzierter Akrosomenreaktion. Esist aber nicht nur von Bedeutung, ob viele
Spermien in einer Besamungsportion vorhanden sind, die prinzipiell zur AR fahig sind. Zusétzlich missen diese Spermien Uber einen
langen Zeitraum die Integritét des Akrosomstrotz externer Stimuli (z.B. auch nach Gefrierkonservierung) aufrechterhalten. Erst bei
Kontakt mit der Zona pellucida sollte die AR ausgel 6st werden. Findet die AR vor Erreichen der Eizelle, bzw. vor der der Ovulation
statt, dann verliert das Spermium den akrosomalen Inhalt zu friih und damit seine Befruchtungsfahigkeit.

Der hier genutzte Fertilitétstest berlicksichtigt diesen Aspekt: Nach Inkubation mit Heparin - den GAG im weiblichen Genitaltrakt
entsprechend - sollten in der Spermienpopulation moglichst wenige AR auftreten, wahrend die | nkubation mit Calciumionophor bei
moglichst vielen Spermien die AR ausl6sen sollte. Ein weiterer Vorteil des genutzten Fertilitétstestes besteht in der Erfassung der wahren
AR, dadiese nur, im Gegensatz zur Degeneration post morten, bei vitalen Spermien berticksichtig wird.

Zusétzlich zum funktionellen Test wird zur Objektivierung der Matilitétserfassung ein computergestiitztes Analysesystem (CASA)
eingesetzt. Einen Hinweis auf den Energiestatus der Spermien gestattet die Messung des ATP-Gehaltes. Die mit diesen Methoden
ermittelten Spermienparameter werden sowohl vor as auch nach der Kapazitation erfaldt und ebenfalls mit der Non Return Rate (NRR)
verglichen.

Im Abschnitt 2.3. wurden einige Bestandteile des Seminal plasmas und deren Funktionen dargestellt. Die individuelle Zusammensetzung
des Seminalplasmas, z.B. der Gehalt an heparinbindenden Molekilen, und die dadurch bedingte Beeinflussung der Spermienfunktion
spielt eine grofie Rolle bel der Befruchtungsfahigkeit eines Ejakulates. Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit (Versuchsreihe I1) werden
ausgewdahlte Bullen mit schlechten Befruchtungsergebnissen herangezogen, um die Wirkung des Seminal plasmas auf die funktionellen
Spermienparameter zu untersuchen. Vor der Gefrierkonservierung der Ejakulate dieser Bullen erfolgt ein Austausch des SP durch
solches von Bullen mit besseren NRR. Die hierbei anfallenden Varianten werden mit den gleichen Verfahren wie in der ersten
Versuchsreihe untersucht.

4. M aterial und M ethoden

4.1. Gewinnung und Aufbereitung der Sper maproben der ersten
Versuchsreithe (VR I).

Eswurden 15 Testbullen im Alter von 16 bis 23 Monaten untersucht. Von jedem der Bullen der Rasse Deutsches Fleckvieh wurden drei
bis flinf Ejakulate in den Monaten Juli und August 1994 gewonnen. Die Gewinnung erfolgte in wochentlichem Abstand mittels
kunstlicher Vagina unter Nutzung des Doppel sprungs. Das Ejakulat wurde zuerst grobsinnlich untersucht. Die Farbe wurde beurteilt, um
ungewiinschte Beimengungen wie beispielsweise Blut auszuschliel3en, und die Dichte wurde mittels eines Spermiodensimeters ermittelt.
Der Anteil vorwartsbeweglicher Spermien und die Massenbewegung wurden mikroskopisch geschatzt.

Die uns zugesandten gefrierkonservierten Spermaproben waren wie folgt aufbereitet:

Nach der Gewinnung wurden die Ejakulate jeweils 15 min im Wasserbad bel 32°C inkubiert und auf 15 ml mit Verdinner aufgefullt.
Der Verdunner bestand aus TRIS-Puffer mit 20% Eidotter und 6,6% Glycerol. Zusétzlich enthielt der Verdiinner folgende Antibiotika:
Tylosin (0,06875 g/l), Gentamycin (0,475 g/l), Spectinomycin (0,6075 g/l) und Lincomycin (0,2194 g/l).
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Nach der Endverdiinnung (80 Mio Sp./ml) erfolgte die Konfektionierung. Die Spermaproben wurden bei Raumtemperatur in Pailletten
mit einem Volumen von 0,25 ml abgefillt und drei bis vier Stunden bei 5°C gelagert. Anschlief3end erfolgte das Einfrieren mit
Stickstoffdampf bei -120°C und das Umsetzen in flUssigen Stickstoff.

Zusétzlich zur konventionellen Aufbereitung der Ejakulate wurden wahrend dieses Zeitraumes auch Seminal plasmaproben der Bullen
gewonnen. Dazu wurde das native Ejakulat 15 min mit 300xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum bei 20°C fir 15 min
zentrifugiert, diesmal mit einer Beschleunigung von 10.000xg. Hiernach wurde der spermienfreie Seminal plasmaiiberstand abgehoben
und zur spéteren Verwendung eingefroren.

4.2. Gewinnung und Aufbereitung der Sper maproben der zweiten
Versuchsrethe (VR 1)

Von den in der ersten Versuchsreihe untersuchten Bullen wurden die Bullen mit den schlechtesten Non Return Raten (Bullen Nr. 13, 14
und 15) abermals herangezogen, um die Wirkung des Seminalplasmas auf die Fertilitét zu eruieren. Es wurden 8 Ejakulate pro Bullein
wochentlichem Abstand in den Monaten Juni und Juli 1995 gewonnen. Das gefrierkonservierte Seminalplasmader Bullen Nr. 1 bis 10
wurde aufgetaut und gepoolt.

Das native Ejakulat wurde mit 300xg fur 15 min zentrifugiert, um esin Spermienfraktion und Seminalplasma-Uberstand zu trennen. Der
Seminal plasma-Uberstand wurde zur Entfernung von Restspermien wiederum bei 10000xg fir 15 min zentrifugiert. Von der
Spermienfraktion wurden drei Varianten erstellt:

Var. A: Keine Zugabe von Seminal plasma, nur Zugabe von Verdinner.

Var. B: Zugabe von Seminal plasma aus dem Seminal plasmapool der ersten VR (Seminalplasma
der Bullen Nr. 1-10).

Var. C: Zugabe von frischem Seminal plasma des jeweiligen Bullen, gewonnen aus dem Ejakulat
desselben Tages.

Im Anschluf3 an den Seminal plasmaaustausch erfolgte die oben bereits beschriebene konventionelle Verdinnung, Abflllung und
Gefrierkonservierung jeder Charge. Die Pailletten mit den verschiedenen Proben wurden codiert beschriftet, um einen méglichen Einfluld
durch den Untersucher zu verhindern.

4.3. Erfassung der Non Return Rate

Diein der ersten Versuchsreihe gewonnenen gefrierkonservierten Spermaproben wurden im Zeitraum von Oktober 1994 bis Méarz 1995
eingesetzt. Die Insemination erfolgte nach sachgerechter Uberpriifung der spontanen Brunst. Die Spermaproben der verschiedenen
Bullen wurden gleichméf3ig auf die zu betreuenden Rinderbestande verteilt, um mogliche Einflul3faktoren der verschiedenen Betriebe
auszuschlief3en. Die NRR von Bulle Nr. 10 wurde von vier Ejakulaten, die NRR der Bullen Nr. 1,2 und 7 von drei Ejakulaten und die
NRR der restlichen Bullen von funf Ejakulaten ermittelt.

Es wurden im Durchschnitt 350 Erstbesamungen mit den gewonnenen Ejakulaten pro Bulle durchgefiihrt. Aus der Anzahl der Rinder,
die bis zu 60 Tage post inseminationem nicht zur Zweitbesamung vorgestellt wurden, errechnete sich die Non Return Rate fir den
Bullen. Die Non Return Rate von allen Ejakulaten eines Bullen wurde nach 60 Tagen ermittelt. Eswar leider keine Auswertung der NRR
pro Ejakulat moglich.

4.4. In-vitro-Verfahren zur Untersuchung der gefrierkonservierten
Sper mapr oben

Im gleichen Zeitraum, in dem die Spermaproben zur Erfassung der NRR eingesetzt wurden, erfolgte die Untersuchung derselben im
Institut fr Fortpflanzung landwirtschaftlicher Nutztiere Schénow e.V. Von jedem Bullen wurden 3 der verwendeten Ejakulate
untersucht. Die Laborwerte wurden fir jedes Ejakulat getrennt ermittelt.

- Jeweils zwei Pailletten des zu untersuchenden Ejakulates (insgesamt 0,5 ml) wurden dem
flissigen Stickstoff entnommen und fur 25 Sekunden in ein 38°C warmes Wasserbad verbracht.

- Nach dem Auftauen wurden die Pailletten aufgeschnitten und der Inhalt beider Pailletten in ein
Zentrifugenglas mit einem Durchmesser von 10 mm gegeben. Anschlie3end wurden die Pailletten
mit Inkubationsmedium durchspuilt und die Spermienprobe im Zentrifugenglas mit
Inkubationsmedium auf 2 ml Gesamtvolumen aufgefullt (Verdiinnung von 1:4).
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Als Inkubationsmedium wurde ein modifiziertes Tyrodemedium (BAVISTER u. YANAGIMACHI, 1977) verwendet.

Zusammensetzung des I nkubationsmediums:

INaCl 1112,0 ImM
|KCI |2,7 |mM
’NaH2P04 |o,4 ’mM
’Ncho3 25,0 ]mlvl
’Mgdz 05 ’mM
|Pyruvat |1,0 |mM
|Laktat 10,0 ImM
|Glucose 1138 ImM
|HEPES |5,0 |mM
BSA

(Fluka 05471 6,0 gl
fraction V)

- Die verdinnte Spermaprobe wurde fir 10 Minuten im Wasserbad (38°C) inkubiert.

- Danach wurden drei Proben entnommen.

Diese dienten (i) der Erfassung der Akrosomenreaktion (50 ),

(ii) der Messung des ATP-Gehaltes (50 ul) und

(iii) der Motilitatsanalyse (2 x 5u).

- Anschlief3end erfolgte eine Zentrifugation der Probe im Zentrifugenglas fir 8 min bei 1200xg.

- Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment vorsichtig mit 0,6 ml Inkubationsmedium
Uberschichtet. Die Probe wurde in enem Thermoblock bei 38°C fir 45 min inkubiert.

Waéhrend dieser " Swim-up"-Phase bewegten sich die motilen Spermien aus dem Sediment in das dartberliegende I nkubationsmedium.
- Durch vorsichtige Entnahme von 0,4 ml des Uberstandes (Swim-up-Proben) nach der Inkubation

war es moglich, Uberwiegend motile Spermien zu gewinnen.

Dieser Swim-up-Probe wurden wiederum drei Proben entnommen.

Diese dienten (i) der Erfassung der Akrosomenreaktion (50 W),

(ii) der Messung des ATP-Gehaltes (50 ul) und

(iii) der Motilitétsanalyse (2 x 5 ).

- Nach Entnahme dieser Proben wurde der Rest der Swim-up-Probe mit 1 IE/ml
Spermiensuspension Heparin (SigmaH 8514; Herkunft: Darmschleimhaut des Schweines)
versetzt.

- Esfolgte eine Inkubation von 5 Minuten, in deren Anschlul3 abermals eine Probe (50 pl) zur
Erfassung der AR entnommen wurde.

- Dem Rest der Swim-up-Spermien wird 2 mM Calciumchlorid und 1uM Cal ciumionophor
A23187 zugegeben. Die Stammldsung enthielt 2 mM Calciumionophor geldst in
Dimethylsulfoxid (DM SO, Sigma D8779). Sie wurde unmittelbar vor Gebrauch 1:10 mit
Inkubationsmedium verdinnt und in einer Konzentration von 5ul/ml Spermiensuspension
zugesetzt. Die Endkonzentration des DM SO in der Spermiensuspension war 0,05%.

- Nach einer Inkubationsdauer von 30 Minuten wurde schliefdlich die letzte Probe (50 W) zur
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Erfassung der Cal ciumionophor-induzierten Akrosomenreaktion entnommen.

Das Swim-up-Verfahren mufdte fir die zweite Versuchsreihe aufgrund der schlechten Probenqualitét nach dem Auftauen modifiziert
werden. In dieser Versuchsreihe wurde das Sediment nach der Zentrifugation wurde mit 0,6 ml Inkubationsmedium resuspendiert und
anschlief?end stehen gelassen. Nach 45 Minuten Inkubation wurde das Zentrifugenglas um 45°C gekippt und die oberen 0,4 ml vorsichtig
abgenommen. Dieses Verfahren ermoglichte eine Gewinnung grof3erer Spermienzahlen.

4.4.1. Erfassung der Akrosomenreaktion

Waéhrend des oben beschriebenen V ersuchabl aufes wurden der aufgetauten und verdiinnten Spermaprobe insgesamt vier Proben zur
Erfassung der Akrosomenreaktion enthommen:

1. Direkt nach dem Auftauen (aufg)

2. Nach dem Swim up Verfahren (sw)

3. Nach Inkubation mit Heparin (he)

4. Nach Inkubation mit Calciumionophor (ion)

Die Proben (jeweils 50 pl) wurden mit Formol (2% Formaldehyd in phosphatgepufferter NaCl) fixiert. Am gleichen Tag des Versuches
erfolgte die mikroskopische Untersuchung der Spermien wie folgt. Der fixierten Probe wurden jeweils 5 pl enthommen und mit 5 pl des
L ebend-Tot-Farbstoffes Hoechst 33258 (Stamml ésung 100ug/ml, Sigma B 2883) fir 30 s auf einem fettfreien Objekttrager vermischt.
Von diesem gemischten Tropfen wurde ein Feuchtprdparat angefertigt.

Der normale apikale Rand (NAR) des Spermienakrosoms wurde unter Phasenkontrast-Optik bei 1000facher Vergrof3erung beurteilt.
Gleichzeitig wurde die Membranintegritdt gegentiber dem schnell penetrierenden Hoechst-Farbstoff innerhalb von 10 min nach der
Farbung fluoreszenzmikroskopisch erfaldt (Methode nach DE LEEUW et a., 1991). Die gleichzeitige Erfassung des akrosomalen
Zustandes und des Eindringens des Hoechst-Farbstoffes ermdglichten die Einteilung von 200 ausgezadhlten Spermien pro Probein vier
Kategorien. Diese werden in Abb. 3 dargestellt.

Abb. 3: Unterscheidung von vier Spermienkategorien mittels Fluor eszenzmikroskopie
(Hoechst-Far bstoff H 33258) unter gleichzeitiger Nutzung der Phasenkontrast-
Optik.

Graftililkname :
FErastellt 1nmn:
Frstelltt am:

NAR/leb. = ungeféarbte Spermien mit intaktem Akrosom
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NAR/tot = geféarbte Spermien mit intaktem Akrosom

AR/leb. = ungeféarbte Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand*
AR/tot = geférbte Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand*

*Von einer Akrosomenreaktion bzw. Akrosomdegeneration post mortem wurde ausgegangen, sofern am Spermienkopf kein deutlich
scharfer akrosomaler Rand erkannt werden konnte. Dies beinhaltet sowohl sémtliche Formen von Vesikelbildung im Rahmen der AR, als
auch ein vollstandig fehlendes Akrosom.

Fir jedes untersuchte Ejakulat und fiir jede der wahrend des V ersuchsablaufes gewonnen Proben wurde der prozentuale Anteil von
Spermien in jeder der vier Kategorien errechnet. Die gleichzeitige Erfassung der beiden Parameter ermdglicht eine Ermittlung der
|ebenden Spermien, die eine Akrosomenreaktion zeigen und eine Abgrenzung von der "falschen" Akrosomenreaktion post mortem.

4.4.1.1. Kontrollversuche:

Von vier der 15 Bullen wurden Wiederholungsversuche mit dem gleichen Ejakulat durchgefihrt, um die Methodik zu Gberpriifen. Zur
Uberpriifung der Wirkung von Heparin und Calciumionophor wurde ein split-sample-Verfahren mit aufgetauten Spermienproben
durchgefiihrt. Daleider nicht von allen Ejakulaten mehr als zwel Pailletten vorhanden waren, konnten nicht geniigend
swim-up-Spermien gewonnen werden, um ein split-sample-V erfahren mit den zu untersuchenden Bullen durchzufiihren. Diese Kontrolle
wurde daher mit gefrierkonservierten Ejakulaten des I|FN-Schonow durchgefihrt. Bei diesen split-sample-Untersuchungen erfolgte
parallel zum oben beschriebenen Versuchsablauf die mikroskopische Untersuchung der Proben unter jeweils folgenden Bedingungen:

- Nach 35 min Inkubation ohne Heparin oder Cal ciumionophor
- Nach 35 min Inkubation mit Heparin ohne Zusatz von Calciumionophor

- Nach 5 min Inkubation ohne Heparin folgt Zusatz von Cal ciumionophor und weitere 30 min
Inkubation

Zur Kontrolle der Wirkung von DM SO und Calciumchlorid erfolgte die mikroskopische Untersuchung unter folgenden Bedingungen:

- Nach 5 min Inkubation mit Heparin folgt Zusatz von DM SO ohne Cal ciumionophor und weitere
30 min Inkubation.

- Nach 5 min Inkubation mit Heparin folgt Zusatz von Calciumchlorid ohne Calciumionophor und
weitere 30 min Inkubation.

Zur Uberpriifung des veranderten Swim-up-Verfahrens in der zweiten VR wurden mehrere Pailletten desselben Ejakul ates aufgetaut und
vermischt. Von diesem Pool wurde dann jeweils das alte und das neue Swim-up-Verfahren parallel durchgefiihrt und die Ergebnisse
miteinander verglichen.

Abb. 4: Schematische Dar stellung des Versuchsablaufes

GGrafikname :
FPrsttellt d1nmn:
Frstelltt am:
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4.4.2.
Motilitatsanalyse

Die computergestiitzte Motilitétsanalyse (CASA) wurde mit einem Stromberg-Mika System und der Software "Cell motion analysis,
Version 4.4" durchgefihrt (SEIBERT, 1988). Dazu wurden zweimal je 5 pl der Spermaprobe enthommen und in eine vorgewdrmte

Makler-Kammer pipettiert. Die Bewegung der Spermien wurde bei 37°C unter negativem Phasenkontrast mit einer Videokamera und
Videorecorder aufgenommen.

Nach dem Auftauen wurden jeweils vier Gesichtsfelder pro Makler-Kammer aufgezeichnet. Da die Spermienkonzentration in den
Swim-up-Proben zum Teil recht gering war, muf3ten von diesen mehrere Gesichtsfelder aufgenommen werden, um die Werte von
mindestens 200 Spermien pro Probe messen zu kénnen. Die gesammelten Aufzeichnungen wurden im Anschlufd an den Versuch
ausgewertet.

Die Einstellung der Mel3parameter der Software war folgende:

|FRMAX |32 |Anzah| der Bilder pro Sequenz
. Anzahl der Bilder, in denen ein Spermium mindestens erkannt werden muf3, um gezahlt
FRMIN 14
Zu werden.
|ZEIT [ms] |40 |Pausenzeit zwischen zwei aufeinanderfolgenden Bildern
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|AREAMIN [pix] 30 |Untere Fléchengrenze des Spermienkopfes

|A REAMAX [pix] |250 |Obere Flachengrenze des Spermienkopfes

|OBJEKTE |H ELL |Aufgrund des Mikroskopierverfahrens sind die Spermien heller al's der Hintergrund
|KLASS [um/s] 5 |Geschwindigkeitsdifferenz fir die Klasseneinteilung

| IMO [unV/s] |10 |Geschwi ndigkeitsgrenze firr immotile Objekte

ILOC [um/g] 30 |Geschwindigkeitsgrenze fir Iokal bewegliche Objekte

|TIEFE [um] |10 |Tiefe der MelRkammer

|V ERDUNNUNG 1/ |1.0 |VerdUnnungsfaktor der Probe zur Errechnung der Originalkonzentration
ITEMPERATUR [°C] |37 |Temperatur der Probe

* Bei der Messung der Swim-up-Proben wurde die Mindestanzahl an Bildsequenzen, wahrend der ein Spermium erfaldt wird (FRMIN),
von 14 auf 5 herabgesetzt. Dies war erforderlich, da die Spermien aufgrund ihrer teils hohen Geschwindigkeit nur kurz auf dem
Bildschirm zu erkennen waren und ansonsten nicht von dem System erfaldt worden wéren.

Bei ca. 200facher Vergréfierung konnen Kopf und Schwanz des Spermiums von dem System unterschieden werden. Das System erkennt
das Spermium anhand der Flache des Spermienkopfes (Pixel) auf dem Bildschirm und fihrt eine Schwanzerkennung entlang der
Spermienléngsachse durch. Zur Berechnung der Motilitét wird der Schwerpunkt des Spermiums in einer Bildsequenz von maximal 50
Einzelbildern identifiziert und miteinander verbunden.

4.4.3. Bestimmung des ATP-Gehaltesder Spermien

Die Erfassung des ATP-Gehaltes der Spermien erfolgte mittel s des Biolumineszenzverfahrens. Hierzu wurden die entnommenen Proben
1:10 mit Trichloressigsaure-M edium aufgeschlossen. Das Medium enthielt 2 mM EDTA zur Hemmung der ATPasen und 4%
Trichloressigsaure.

Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur wurden die Proben eingefroren. Im Anschluf? an die Untersuchung der Ejakulate
wurden die gesammelten Proben aufgetaut und

1 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit Tris-Puffer (0,1 M Trisacetat und 2 mM EDTA) verdiinnt und bis zur Messung auf Eis
gekihlt. Das verwendete ATP-Reagenz (ATP Monitoring Kit 1243-102, Colora) und der ATP-Standard (ATP-Biolumineszenz-Kit 567
736, Boehringer Mannheim) wurden wahrend der Messung in Eiswasser aufbewahrt.

Vor jeder Mefdreihe erfolgte die Eichung mittels des Standards. Fir jede Messung wurde zuerst der Leerwert der ATP-Reagenz ermittelt.
Anschlieffend wurde die verdiinnte Probe hinzugegeben, gut gemischt und die Biolumineszenz gemessen. Die Messung der
Luciferin/Luciferase Reaktion erfolgte am Bio-Orbit-Luminometer 1253 der Firma Colora. Aus dem Mef3wert und der Zellzahl wurde
die ATP-Konzentration der Proben fiir 108 Iebende Spermien errechnet.

4.4.4. Bestimmung der Zellkonzentration

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wurden den fir die mikroskopische Untersuchung fixierten Proben 20 pl entnommen und in eine
Burker-Thurk-Kammer gegeben. Es erfolgte die Auszdhlung von 2x5 Quadraten und die Errechnung der Zellzahl sowohl fur die
aufgetaute als auch fiir die Swim-up-Probe. Der Prozentsatz an Spermien, die durch das Swim-up-V erfahren gewonnen werden konnten,
wurde errechnet.

4.5. Statistik

Die statistische Beurteilung der erfaldten Daten erfolgte nach Beratung durch Frau Ochsmann, Institut fir Biometrie und
Informationsverarbeitung, FU Berlin.

In der ersten Versuchsreihe wurden von den drel untersuchten Ejakul aten jedes Bullen die arithmetischen Mittelwerte (mean) und die
Standardabweichung (SD) errechnet. Es wurde der Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson fir die Stérke des linearen
Zusammenhanges zwischen diesen Mittelwerten und der erfalten NRR ermittelt. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den
jeweiligen Parametern der aufgetauten Probe im Vergleich zur Swim-up-Probe wurden mittels Welch-t-Test ermittelt. Zum Vergleich
der Variation der Werte zwischen den Bullen mit der Variation zwischen den einzelnen Ejakulaten eines Bullen wurde fiir jeden
Parameter eine Varianzanalyse (F-test) durchgefiihrt.

In der zweiten Versuchsreihe wurden jeweils die Mittelwerte und die Standardabweichung der 8 untersuchten Ejakulate fir jede Variante
errechnet. Die Signifikanz der Unterschiede zwischen den Varianten wurde bei jedem Bullen einzeln mittels Welch-t-Test ermittelt. Der
Vergleich zwischen den Bullen und zu den Werten der ersten Versuchsreihe erfol gte ebenfalls mittels Welch-t-Test.
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Zur Uberpriifung, ob sich der Korrelationskoeffizient jeweils signifikant von Null unterscheidet und zur Beurteilung der t-Werte in der
ersten Versuchsreihe wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% angenommen. Der kritische Grenzwert des K orrel ationskoeffizienten
und der kritische Wert der Students-t-Verteilung fur die Anwendung des Welch t-Tests wurden aus Tabellen in LORENZ (1988) S. 219
und S. 230 entnommen. Die kritische Grenze des F-Wertes der Varianzanalyse wurde mit einer I rrtumswahrscheinlichkeit von 5%
angenommen. In der zweiten Versuchsreihe wurden 3 Welch t-Tests parallel durchgeflihrt und ebenfalls eine globale
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% festgel egt, womit sich fur den einzelnen Test eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 1,67 % ergibt.

5. Ergebnisse

5.1. Versuchsreihel (VR I): Sper matologische Parameter ver schiedener
Bullen in Beziehung zur NRR

Von insgesamt 15 Bullen wurden je 3 bis 5 Ejakulate gewonnen und gefrierkonserviert. Diese Ejakulate wurden zur Ermittlung der NRR
verwendet. Die Auflistung der Bullen erfolgt anhand der ermittelten NRR in der Reihenfolge abfallender Fertilitét. Diese Reihenfolge
wird in alen folgenden Tabellen beibehalten. Die 60-Tage-NRR der Bullen wird in Tabelle Nr. 1 gezeigt. Die NRR von Bulle Nr. 10
wurde von vier Ejakulaten, die NRR der Bullen Nr. 1,2 und 7 von drel Ejakulaten und die NRR der restlichen Bullen von funf Ejakulaten
ermittelt.

Von jedem Bullen wurden 3 der zur Erfassung der NRR verwendeten Ejakulate in vitro untersucht. Da die NRR nicht von jedem
Ejakulat einzeln erfald wurde, konnte die Korrelation zwischen der Fertilitét in vivo und den Ergebnissen in vitro nicht fir jedes einzelne
Ejakulat ermittelt werden. Stattdessen werden jeweils die Mittelwerte der drei untersuchten Ejakulate in vitro zur Fertilitét in vivo
korreliert. Der Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson der einzelnen Parameter zur NRR aller Bullen wird immer in der letzten
Zeile der jeweiligen Tabelle dargestellt. Dader Bulle Nr. 15 von den anderen Bullen stark abwei chende Werte aufwies, wird darliber
hinaus der Korrelationskoeffizient nur unter Beriicksichtigung der ersten 14 Bullen angezeigt. Zusétzlich wird jeweils der Mittelwert
(mean) und die Standardabweichung (SD) angegeben. Der grofite und kleinste Wert jedes Parameters wird durch einen schraffierten
Hintergrund hervorgehoben.

Folgende Abklrzungen werden in den Spaltenkdpfen der Tabellen verwendet:
Sp. = Spermien

NAR/leb. = ungeféarbte Spermien mit intaktem Akrosom

NAR/tot = geférbte Spermien mit intaktem Akrosom

AR/leb. = ungeférbte Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand

ARJ/tot = geférbte Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand

|ebende Sp. = Summe von NAR/Ieb. und AR/leb.

tote Sp. = Summe von NAR/tot und AR/tot

vorw.Motil. = vorwarstbewegliche Spermien

Zuw. = Zuwachs von Schritt zu Schritt des Versuches
5.1.1. Untersuchung der aufgetauten Sper mienproben

Im Rahmen der Matilitétsanalyse wurde der Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien in der aufgetauten Probe erfaldt. Dieser und der
bei der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung ermittelte Prozentsatz |ebender Spermien werden in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: NRR, Prozentsatz vowartsbeweglicher und lebender Spermien
der aufgetauten Proben.

(In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zwischen dem Prozentsatz
vorwartsheweglicher bzw. dem Prozentsatz |ebender Spermien und der NRR angegeben.)

Ergebnisreihe 1. Non Return Rate der Bullen (ermittelt von 3-5 Ejakulaten)

Ergebnisreihe 2: Prozentsatz vorwértsbeweglicher Spermien der aufgetauten
Proben (Mittelwert von drei Ejakulaten)
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Ergebnisreihe 3: Prozentsatz lebender Spermien der aufgetauten Proben
(NAR/Ieb. + AR/leb.) (Mittelwert von drei Ejakulaten)

| NRR | vorw. Motil. | lebende Sp.
| Bullen | [%] ] [%] | [%]
| 1 | 77,90 | 66,33 | 66,70
| 2 | 77,10 | 54,67 | 68,78
3 76,76 | 60,00 | 65,39
4 73,84 | 58,00 | 60,55
| 5 | 73,80 | 62,00 | 58,63
| 6 | 73,25 | 40,33 | 64,05
| 7 | 72,64 | 58,33 | 62,62
8 72,12 | 40,00 | 52,95
9 71,71 | 49,50 | 55,24
| 10 | 71,40 | 39,33 | 46,89
| 11 | 70,80 | 49,33 | 64,67
| 12 | 69,39 | 49,33 | 63,25
13 68,01 | 47,00 | 55,83
14 64,21 | 67,33 | 62,83
| 15 | 43,21 | 34,67 | 80,09
| mean | 70,41 ’ 51,54 | 61,90
| SD | 8,03 ] 9,88 | 7,43
Korrelations Bullen 1-15 / 0,46 -0,48
koeffizient [r] Bullen 1-14 / | 0,12 0,35

Die NRR der Bullen Nr. 1-14 liegen im Bereich von 64% - 78%. Die NRR von Bulle Nr. 15 ist mit 43% deutlich niedriger als bei den
anderen Bullen. Die Variation des Prozentsatzes vorwartsheweglicher Spermien ist gréf3er zwischen den Bullen al's zwischen den
einzelnen Ejakulaten eines Bullen (F-Wert > 2,5), es liegt jedoch keine signifikante Korrelation zur NRR vor. Gleiches gilt fir den
Prozentsatz lebender Spermien nach dem Auftauen. Obwohl der Bulle mit der niedrigsten NRR (Bulle Nr. 15) auch den niedrigsten
Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien hat, so zeigt der vorletzte Bulle in der Reihenfolge der NRR (Bulle Nr. 14) den héchsten
Wert in dieser Ergebnisreihe. Der Prozentsatz |ebender Spermienist bei Bulle Nr. 15 mit der niedrigsten NRR grof3er als bei den anderen
Bullen.

Der Prozentsatz motiler Spermien korreliert signifikant mit dem Prozentsatz an ungeférbten Spermien, wenn nur die Bullen Nr. 1-14
betrachtet werden (r=0,53; p0,05). Die Ejakulate von Bulle Nr.15 dagegen zeigen trotz niedriger Motilitét einen hohen Prozentsatz an
Iebenden (= ungeférbten) Spermien. Wenn Bulle Nr. 15 aufgrund seiner abweichenden Werte nicht in die Korrelationsberechnung
einbezogen wird, verringert sich die Korrelation beider Parameter zur NRR.

Tabelle 2: Spermienkategorien der aufgetauten Proben.

(Fir jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.

In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR angegeben.)
Ergebnisreihe 1: Prozentsatz lebender Spermien mit intaktem Akrosom
Ergebnisreihe 2: Prozentsatz toter Spermien mit intaktem Akrosom

Ergebnisreihe 3: Prozentsatz lebender Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand

Ergebnisreihe 4: Prozentsatz toter Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand
NAR/leb. NAR/tot AR/leb. AR/tot
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| Bullen %l [ el [ %l [ %]
| 1 | 62,91 | 10,38 | 3,79 | 22,92
| 2 [ 66,32 [ 1017 2,47 [ 21,04
| 3 [ 6198 [ 11,27 3,41 [ 2334
| 4 | 54,22 | 14,37 | 6,33 | 25,08
| 5 | 5334 [ 1641 | 5,29 [ 24,95
| 6 [ 60,07 | 9,84 | 3,98 [ 2611
| 7 [ 61,13 [ 17,25 1,48 [ 20,14
| 8 [ 4433 [ 21,78 8,63 [ 2526
| 9 | 51,84 | 14,50 | 3,41 | 30,26
| 10 [ 4422 | 7,07 | 2,68 [ 46,05
| 11 [ 6167 [ 1617 | 3,00 [ 1917
| 12 [ 59,44 [ 16,56 3,81 [ 20,19
| 13 [ 5267 [ 11,33 3,17 | 32,83
| 14 [ 59,83 [ 1517 | 3,00 [ 22,00
| 15 [ 76,49 | 9,51 | 3,60 [ 10,44
] mean ’ 58,03 ’ 13,45 | 3,87 ’ 24,65
| + SD | 801 | %377 | 168 | +756
Korrelations-koeffizient| Bullen 1-15 -0,46 | 0,14 0,08 0,40
[r] Bullen 1-14 0,29 -0,29 0,09 -0,14

Direkt nach dem Auftauen zeigt keine der vier Spermienkategorien eine signifikante Korrelation zur NRR. Bei alen vier Parametern sind
die Unterschiede zwischen den Bullen nicht signifikant gréler im Vergleich zur Variation zwischen den einzelnen Ejakulaten eines
Bullen (F-Werte 1,2).

In dieser Tabelleist ebenfalls zu erkennen, dal3 Bulle Nr.15 einen vom Mittelwert (58,03 8,01) deutlich abweichenden Prozentsatz an
|ebenden Spermien mit intaktem Akrosom aufweist. Der negative Korrelationskoeffizient fr diese Ergebnisreihe wird positiv, wenn
Bulle Nr. 15 aufgrund des abwei chenden Wertes nicht in die Berechnung einbezogen wird.

Durch die Differenzierung von vier verschiedenen Spermienkategorien lassen sich einige Unterschiede zwischen den Bullen darstellen.
Der Prozentsatz von akrosomintakten lebenden Spermien unterscheidet sich bel den Bullen Nr. 8 und 10 nicht markant voneinander.
Betrachtet man aber die anderen Kategorien, dann erkennt man, daf3 Bulle Nr. 8 mehr tote Spermien mit intaktem Akrosom aufweist als
Bulle Nr. 10. Fir den Prozentsatz akrosomengeschédigter, toter Spermien sind die Verhaltnisse umgekehrt. Die Spermienpopulation
dieser beiden Bullen unterscheidet sich somit voneinander, was allein durch die Ermittlung des Prozentsatzes |ebender Spermien nicht
erfaldar ist.

5.1.2. Ermittlung konventioneller Parameter der Swim-up-Proben

In Vorversuchen wurde festgestellt, dai? die Spermienkonzentration in der Probe mittels des Stromberg Mika Systems nicht zuverléssig
ermittelt werden konnte. Deshalb wurde die Konzentration der Spermien in der Probe nach dem Auftauen und in der Swim-up-Probe
durch Verwendung der Birker-Thurk-Kammer ausgezahlt und errechnet.

Die Bestimmung der Spermienkonzentration der aufgetauten Probe ergab eine durchschnittliche Besamungsdosis von 18,43 x 106 ( 4,68
x 106) Spermien pro Paillette. Als Ausgangszellzahl befand sich im Sediment des Swim-up-V erfahrens die doppelte Besamungsdosis, da
fur jeden Swim-up 2 Pailletten eines Ejakul ates aufgetaut und gepoolt wurden. Als Swim-up % wird der Anteil der Spermien bezeichnet,
die von der Ausgangszellzahl in das Uberschichtete Medium geschwommen sind. Dieser Prozentsatz ist in Tabelle 3 zu sehen. Zusétzlich
wird analog zur Tabelle 1 der Prozentsatz vorwértsbeweglicher und der Prozentsatz Iebender Zellen der Swim-up-Probe gezeigt.

Tabelle 3: Prozentsatz der Spermien, die durch das Swim-up-Verfahren gewonnen
wer denkonnten. Prozentsatz vorwartsbeweglicher und lebender
Spermien in den Swim-up-Proben.
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(Fir jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakul aten dargestel It

In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR angegeben.)
Ergebnisreihe 1: Prozentsatz an Swim-up-Spermien.
Ergebnisreihe 2: Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien.

Ergebnisreihe 3: Prozentsatz Iebender Spermien (NAR/Ieb. + AR/leb.).

Swim-up% vorw. Motil. lebende Sp.
Bullen [%] [%] | [%]

| 1 | 11,33 | 86,67 | 77,91
| 2 | 5,04 | 83,00 | 73,54
| 3 | 10,38 | 74,33 | 82,89
| 4 | 19,28 | 79,00 | 66,37
| 5 | 11,63 | 84,67 | 69,70
| 6 | 2,43 | 82,33 | 74,03
| 7 | 2,01 | 79,67 | 68,03
| 8 | 1,41 | 69,67 | 68,91
| 9 | 10,46 | 85,00 | 72,50
| 10 | 0,91 | 85,00 | 64,09
| 11 | 4,89 | 86,33 | 88,01
| 12 | 8,64 | 83,67 | 75,12
| 13 | 2,64 | 76,67 | 70,27
| 14 | 8,41 | 89,00 | 84,23
| 15 | 7,91 | 84,67 | 78,55
] mean ] 7,16 | 81,98 ’ 74,28
] +3SD ’ +4,91 | +5,03 ’ + 6,68
| Korrelations- | Bullen 1-15 | 0,06 -0,21 -0,22

koeffizient [r] Bullen 1-14 0,24 -0,20 -0,12

Esist keine signifikante K orrelation zwischen dem erfaldten Swim-up-Prozentsatz, dem Prozentsatz motiler Spermien, dem Prozentsatz
lebender Zellen und der NRR vorhanden. Der Prozentsatz an Spermien, der in das Medium hochschwimmt, steht in Zusammenhang mit
dem Prozentsatz vorwértsbeweglicher Spermien in der aufgetauten Probe (r=0,55, p0,05). Die Variation des Swim-up-Prozentsatzes
zwischen den Bullen ist groRer als die Variation zwischen den Ejakulaten, dies gilt nicht fir die anderen beiden Parameter. Der
Mittelwert des Prozentsatzes vorwartsbeweglicher Spermien in den Swim-up-Proben ist mit 81,98 + 5,03 signifikant erhtht im Vergleich
zur Vorwértsbeweglichkeit der aufgetauten Probe (51,54 + 9,88). Dies gilt auch fir die Anreicherung lebender Spermien in der
Swim-up-Probe. Der Mittelwert des Prozentsatzes lebender Spermien in der Swim-up-Probeist mit 74,28 + 6,68 % im Vergleich zum
Prozentsatz der aufgetauten Probe von 61,90 + 7,43 % signifikant hoher.

Aufgrund des Swim-up-V erfahrens konnte der Anteil vorwéartsbeweglicher und Iebender Spermien in der Population erhéht werden.
Allerdings sind im Durchschnitt nur 6,83 + 5,74% der gesamten Anzahl an Spermien im Zentrifugationssediment ins tibergeschichtete
Medium hochgeschwommen. Im Vergleich zum durchschnittlichen Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien von 51,54 + 9,88 % der
aufgetauten Probe wird deutlich, dal3 nur ein geringer Anteil der motilen Spermien auf diese Weise gewonnen wird (im Durchschnitt
13,14 + 8,44 %y).

5.1.3. Akrosomenreaktion der Swim-up-Spermien

Wie bereitsin Tabelle 2 fir die aufgetaute Probe gezeigt, wurden die vier Spermienkategorien auch von der Swim-up-Probe (sw) und
von den Proben nach Inkubation sowohl mit Heparin (he) als auch nach Inkubation mit Calciumionophor (ion) ermittelt. In den Tabellen
4aund 4b wird jeweils anhand eines Bullen mit hoher (@) und eines Bullen mit niedrigerer (b) NRR die Interpretation der erfal3ten Daten
vorgenommen.

Tabelle 4a: Spermienkategorien der Swim-up-Probe eines Ejakulates von Bulle Nr.3.
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NAR/leb. NAR/tot AR/leb. AR/tot
BulleNr. 3 [%] [%] [%] [%]
]sw* | 68,70 ’ 11,01 10,87 ’ 9,42
]he** | 42,60 ’ 24,80 18,40 ’ 14,20
’ion*** | 29,75 ] 25,32 | 29,75 ’ 15,20

sw* = entnommene Probe nach dem Swim up Verfahren
he** = entnommene Probe nach Inkubation mit Heparin
ion*** = entnommene Probe nach Inkubation mit Calciumionophor

Tabelle 4b: Sper mienkategorien der Swim-up-Probe eines Ejakulates von Bulle Nr. 13.

NAR/leb. NAR/tot AR/leb. AR/tot

BulleNr. 13 [9%] [%] [9%] [%]
’SN* | 60,49 ] 19,78 | 6,53 ] 13,19
]he** | 35,00 ’ 22,33 | 26,00 ’ 16,67
]ion** | 27,33 ’ 24,63 | 28,98 ’ 19,05

sw* = entnommene Probe nach dem Swim up Verfahren
he** = entnommene Probe nach Inkubation mit Heparin
ion*** = entnommene Probe nach Inkubation mit Calciumionophor

Betrachtet man den Anteil an akrosomenreagierten Spermien nach der Inkubation mit Cal ciumionophor, so ist kein deutlicher
Unterschied zwischen Bulle Nr. 3 (29,75%) und Bulle Nr. 13 (28,98%) zu erkennen. Aber der Zuwachs an akrosomenreagierten
Spermien nach Inkubation mit Heparin betrégt bei ersterem 7,53 %, beim zweiten Bullen jedoch 19,47 %. Die Inkubation mit
Calciumionophor induziert dagegen 11,35 % echte Akrosomenreaktionen bei dem ersten Bullen, dagegen nur noch 2,98% bei dem
Bullen mit niedrigerer NRR.

Zum Vergleich der Bullen im Hinblick auf die echte Akrosomenreaktion und die Zuwachsrate wahrend des V ersuchsablaufes wurde fir
jedes Bullenegjakulat eine Tabelle entsprechend den oben beschriebenen Beispielen erstellt. In Tabelle Nr. 5 werden die Mittelwerte des
Prozentsatzes akrosomenreagierter lebender Spermien (AR/Ieb.) der drei untersuchten Ejakulate fiir jeden Bullen und fiir jeden Schritt
des Versuches dargestelit.

Tabelle 5: Prozentsatz akrosomenreagierter Spermien nach jedem
Inkubationszeitpunkt.

(FUr jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakul aten dargestel It
In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR angegeben.)
Ergebnisreihe 1. AR/leb.-Spermien der Swim-up-Probe

Ergebnisreihe 2.: AR/leb.-Spermien nach Inkubation mit Heparin

Ergebnisreihe 3. AR/leb.-Spermien nach zusétzlicher Inkubation mit Calciumionophor.

] AR/leb. sw | AR/leb. he ] AR/leb. ca
] Bullen ] [%] | [%] ] [%]
| 1 | 9,60 | 23,89 | 32,74
| 2 | 8,57 | 33,77 | 41,40
| 3 | 13,91 | 19,45 | 29,36
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Der Prozentsatz an echter Akrosomenreaktion ist bei den Swim-up-Spermien (Mittelwert = 8,98 % 2,50) signifikant hdher alsin der
aufgetauten Probe (Mittelwert = 3,87 1,68), es liegt aber keine signifikante Korrelation zur NRR vor. Auch der Antell an
akrosomenreagierten intakten Spermien nach Inkubation mit Heparin bzw. Calciumionophor zeigt keine signifikante Korrelation zur
NRR. Die Variation der Werte fir die Akrosomenreaktion in der Swim-up-Probe und nach Inkubation mit Cal ciumionophor ist zwischen
den Bullen nicht groRer als zwischen den einzelnen Ejakul aten der Bullen (F-Werte 1,5). Die Akrosomenreaktion nach Zufuhr von

| 4 | 6.58 2265 | 26,44
| 5 | 10,36 | 20,92 | 35,57
| 6 | 7,22 | 15,09 | 28,39
| 7 | 8,12 | 21,71 | 26,54
| 8 | 4,95 16,11 | 17,21
| 9 | 7,52 26,72 | 31,69
| 10 | 15,09 | 22,31 | 26,86
| 11 | 7,82 | 40,23 | 41,70
| 12 | 7,69 | 28,30 | 25,02
| 13 | 7,16 22,96 | 21,58
| 14 | 8,85 33,28 | 27,35
| 15 | 8,80 | 22,45 | 20,09
mean 8,98 24,66 28,80

+SD + 2,50 + 6,58 +6,78

Korrelations- Bullen 1-15 0,10 -0,04 0,47
koeffizient [r] Bullen 1-14 0,19 -0,29 0,39

Heparin zeigt jedoch deutlichere Unterschiede zwischen den Bullen al's zwischen den Ejakulaten (F-Wert = 2,19).

Von grof3erem Interesseist die Zunahme der echten AR von Schritt zu Schritt des V ersuches (Differenzen zwischen den letzten drei
Ergebnisreihen der Tabelle Nr. 5). Dieser durch Heparin bzw. Calciumionophor induzierbare Anteil an echter Akrosomenreaktion wird

in Tabelle 6 gezeigt (siehe auch Abb.5).

Tabelle 6: Induzierbare Akrosomenreaktion durch Heparin bzw. Calciumionophor
(Fur jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.
In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR angegeben.)

Ergebnisreihe 1. Induzierte AR nach Inkubation mit Heparin nach 5 Minuten.

Ergebnisreihe 2: Induzierte AR nach Inkubation mit Calciumionophor nach 30 Minuten.
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] Zuw/he ] Zuwl/ion
] Bullen ] [%] ] [%]
| 1 14,29 [8.85
| 2 25,20 763
| 3 [5,54 9,91
| 4 16,07 378
| 5 10,56 |14,T
| 6 7,87 13,30
| 7 13,58 6,35
| 8 11,16 [1,09
| 9 116,62 3,48
| 10 4,81 4,55
| 11 32,41 5,23




Ursula Vitt

| 12 |20,61 0,00
| 13 |l4,47 1,30
| 14 24,43 0,00
| 15 |13,65 0,93
mean 15,42 5,40
SD 7,36 4,52
Korrelations- |Bullen 1-15 - 0,07 0,51
koeffizient [r] [Bullen 1-14 -0,31 0,67

Der Prozentsatz an Spermien, bei dem erst durch Zugabe von Calciumionophor eine echte Akrosomenreaktion induziert wird, ist
signifikant mit der NRR korreliert (p0,05), sofern 14 der Bullen in die Berechnung mit einbezogen werden. Nimmt man den Bullen Nr.
15 noch hinzu, dann befindet sich der Korrelationskoeffizient unterhalb der Signifikanzschwelle. Der Prozentsatz an Spermien, der durch
Heparininduktion eine AR aufweist, korreliert nicht signifikant mit der NRR.

Anhand der Tabelle 6 erkennt man einige Unterschiede zwischen den Bullen. Wenn man beispiel sweise die Bullen Nr. 2 und 4
betrachtet, so wird deutlich, dal3 beide einen hohen Prozentsatz an AR nach Heparininkubation zeigen, bel Bulle Nr. 2 treten auch nach
Zugabe von Calciumionophor noch ca. 8% AR auf, im Gegensatz dazu bei Bulle Nr. 4 nur noch ca. 4%. Bulle Nr. 10 zeigt dagegen
sowohl bei Induktion durch Heparin a's auch durch Calciumionophor eine relativ geringe Zunahme an AR. Bei einigen Bullen mit
schlechterer NRR ist der Prozentsatz der AR nach Heparininkubation bereits sehr hoch, und die Féhigkeit zur AR nach lonophorzugabe
ist vollkommen eingeschrénkt (Bullen Nr. 12 und 14). Betrachtet man diese Ergebnisreihe, so wird deutlich, daf3 bereits bei Bullen mit
einer NRR von 69% bzw. 64% keine zusétzliche AR durch Calciumionophor ausgel 6st werden kann. Bei noch niedrigerer NRR (Bulle
Nr.15) kann dieser Wert nicht noch kleiner werden, wodurch die Korrelation gemindert wird. Eine signifikante Korrelation zur NRR
besteht somit nur bei Betrachtung der Bullen Nr. 1-14. Mit Hilfe dieses Parameters lassen sich Fertilitétsunterschiede zwischen den
Bullen mit einer NRR > 60% darstellen. Die Regressionsgerade dieses Parameters wird in der Abb. 5 dargestellt.

Die Interpretation der oben dargestellten Daten wird durch die hohe Variabilitét der einzelnen Ejakulate einiger Bullen erschwert. Um
dies zu veranschaulichen, wird der mit der NRR signifikant korrelierende Parameter der Zunahme an AR nach lonophorinkubation fur
jedes untersuchte Ejakulat einzeln in Tabelle 7 dargestellt.

Bei Betrachtung der einzelnen Werte fir jedes Ejakulat in der Tabelle 7 kann man die Bullen in folgende Gruppen einteilen:

Gruppe A (Bullen 1,2,3,5 und 6): Alle drei Ejakulate zeigen einen relativ hohen Zuwachs (> 3%)
an AR nach lonophorinkubation.

Gruppe B (Bullen 4,7,9,10 und 11): Eines der Ejakulate hat einen abweichenden Zuwachs an AR
nach Cal ciumionophor.

Gruppe C (Bullen 8,12,13,14 und 15): Alle drei Ejakulate zeigen einen relativ geringen oder gar
keinen Zuwachs (< 3%) an AR nach Calciumionophor.

Tabelle 7: Zuwachsan AR nach Zugabe von Calciumionophor fir jedes
Ejakulat einzeln dargestellt

’ Zuw./ion fur jedes Ejakulat
| Bullen ] | | [ ] 1
| 1 | 7,05 | 9,15 | 10,36
| 2 | 5,56 | 686 | 1047
| 3 | 9,08 | 931 | 1135
| 4 0,12 | 5,46 | 577
| 5 12,60 | 1458 | 16,78
| 6 | 10,81 | 1224 | 1686
| 7 | 0,00 | 7726 | 11,79
| 8 | 0,22 | 1,10 | 1,96
| 9 0,00 | 0,00 | 1045
| 10 1,82 | 727 | *
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| 11 | 0,00 | 0,00 | 15,70
| 12 | 0,00 | 0,00 | 0,00
| 13 | 0,00 | 0,91 | 2,98
| 14 | 0,00 | 0,00 | 0,00
| 15 | 0,00 | 0,00 | 2,78

* Vom dritten Ejakulat des Bullen Nr. 10 konnten keine
Swim-up-Spermien gewonnen werden.

Aufgrund der hohen Variabilitét der einzelnen Ejakulate der Bullen in Gruppe B (Mittelfeld der NRR) lassen sich diese nur schwer im
Hinblick auf ihre Fertilitét beurteilen. Aber trotz der hohen Variation zwischen den Ejakulaten einiger Bullen ist die Variation zwischen
den Bullen signifikant grofzer (F-Wert = 4,27). Dies gilt auch fiir den Zuwachs an Akrosomenreaktion durch Heparin (siehe Tabelle 6),
der aber keine signifikante Korrelation zur NRR aufweist.

5.1.4. Erfassung der Spermienmortalitat bzw. -resistenz

Aufgrund der erfaldten Daten fir jedes Ejakulat, wie in den Tabellen 4a und 4b exemplarisch dargestellt, 1813 sich der Anteil an lebenden
Spermien auch nach Inkubation mit Heparin und Cal ciumionophor bzw. die Zunahme an toten Spermien von Schritt zu Schritt des
Versuches ermitteln. Dieswird in der Tabelle 8 dargestdlit.

Tabelle 8:

Anteil intakter/lebender und toter Spermien nach der letzten Inkubation desVersuches
(Fir jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.

In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR angegeben.)

Ergebnisreihe 1. Abnahme des Prozentsatzes |ebender Spermien mit intaktem Akrosom
wahrend des V ersuches nach dem Swim-up-V erfahren.

Ergebnisreihe 2: Abnahme des Prozentsatzes |ebender Spermien mit intaktem Akrosom
wéhrend der Inkubation mit Calciumionophor.

Ergebnisreihe 3: Prozentsatz tibriggebliebener |ebender Spermien mit intaktem Akrosom am
Ende des Versuches.

Ergebnisreihe 4: Zuwachs des Prozentsatzes toter Spermien (Summe von NAR/tot und AR/tot) wéhrend des V ersuches nach dem
Swim-up-Verfahren.

Ergebnisreihe 5: Prozentsatz toter Spermien am Ende des Versuches (Summe von NAR/tot und

AR/tot).
Abnahme
Abnahme NAR/leb. Zuwachs Tote Sp.
NAR/leb.
NAR/leb. EndeVers. tote Sp. EndeVers.
durch lon.
Bullen [%] [%] [%] [%]
[%]
1 41,17 | 10,39 27,14 | 18,03 40,12
| 2 | 44,45 | 12,54 | 20,52 | 05,96 | 35,74
| 3 | 37,55 | 16,80 | 31,43 | 22,10 | 39,21
| 4 | 36,05 | 11,85 | 23,74 | 15,17 | 49,82
5 43,97 | 21,07 15,37 | 17,09 47,39
6 36,49 | 18,60 30,32 | 15,32 41,29
| 7 | 33,62 | 13,07 | 26,28 | 15,21 | 47,28
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| 8 | 36,04 | 10,73 | 27,91 | 23,79 | 54,88
| 9 | 32,96 | 10,40 | 28,20 | 13,50 | 40,12
| 10 | 25,36 | 12,23 | 23,65 | 13,59 | 49,50
| 11 | 54,98 | 18,21 | 25,20 | 21,11 | 33,10
| 12 | 30,64 | 5,41 | 36,79 | 13,30 | 38,18
| 13 | 35,52 | 9,51 | 26,26 | 22,13 | 51,86
| 14 | 35,97 | 6,50 | 39,41 | 17,47 | 33,24
| 15 | 26,60 | 3,92 | 43,15 | 15,30 | 36,75
mean 36,76 12,08 28,36 16,60 42,56

SD 7,13 4,77 6,93 4,37 6,75

Korrelations- Bullen 1-15 0,45 0,59 -0,70 -0,02 0,22
koeffizient [r] Bullen 1-14 0,26 0,46 -0,52 -0,21 0,04

Esist eine signifikante negative Korrelation zwischen dem Prozentsatz |ebender akrosomintakter Spermien am Ende des Versuches und
der NRR bei Einbeziehung aller Bullen zu erkennen. Wird Bulle Nr. 15 nicht mit einbezogen, so ist diese Korrelation immer noch hoch,
liegt aber unterhalb des Signifikanzniveaus. Die NRR ist umso grof3er, je weniger intakte Spermien wahrend des Versuches erhalten
bleiben. Die Abnahme dieser Spermienkategorie wahrend des gesamten Versuchablaufes korreliert dagegen nicht mit der NRR, wohl
aber die Abnahme nach Zugabe von Calciumionophor, wenn alle Bullen betrachtet werden.

Der Prozentsatz an toten Spermien korreliert nicht signifikant mit der NRR. Dies bedeutet, dal? die Abnahme an lebenden/intakten
Spermien bei htheren NRR zugunsten der Zunahme an echter Akrosomenreaktion auftritt und nicht, dal3 bei diesen Bullen vermehrt
Spermien wahrend des Versuches sterben. Dies steht im Zusammenhang mit der in Tabelle 6 dargestellten signifikanten positiven
Korrelation der NRR zum Prozentsatz an echter AR der durch Calciumionophor induziert werden kann. Die Varianzanalyse ergibt fur
die Parameter der ersten drei Ergebnisreihen eine gréf3ere Variation zwischen den Bullen al's zwischen einzelnen Ejakulaten der Bullen.
Diesist nicht der Fall bei den letzten beiden Ergebnisreihen.

5.1.5. Kontrollversuche
a) Kontrolle der Methode.

Der Variationskoeffizient fir den Swim-up-Prozentsatz der Wiederholungsversuche mit dem gleichen Ejakulat war 0,08 (Durchschnitt
von 4 Wiederholungsversuchen). Diese methodisch bedingte Variation ist im Vergleich mit der Untersuchung verschiedener Ejakulate
der Bullen (Variationskoeffizient 0,12-0,78) vernachl&ssigbar. Der Variationskoeffizient fur die fluoreszenzmikroskopische Beurteilung
der Spermienproben des gleichen Ejakulates war 0,01 (Durchschnitt von 4 Wiederholungsversuchen).

b) Wirkung von Heparin und Calciumionophor.

Die vor der Untersuchung dieser Bullen durchgefiihrten Kontrollversuche hinsichtlich der Wirkung von Heparin und Cal ciumionophor
wurden durch ein split-sample-Verfahren des gleichen aufgetauten Ejakulates durchgefiihrt. Dies war bei den zur Untersuchung
anstehenden Bullen nicht mdglich, da bei diesen nicht gentigend Material zur Verfligung stand und eine Swim-up-Probe nicht abermals
geteilt werden konnte.

Tabelle 9: Kontrollversuche
(eswerden jeweils die Mittelwerte von vier verschiedenen Kontrollversuchen dargestelIt)
Ergebnisreihe 1: Prozentsatz lebender akrosomenreagierter Spermien der Swim-up-Probe

Ergebnisreihe 2: Prozentsatz |ebender akrosomenreagierter Spermien nach jeweils 5 Minuten
Inkubation

Ergebnisreihe 3: Prozentsatz lebender akrosomenreagierter Spermien nach jeweils weiteren 30
Minuten Inkubation
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AR/leb. AR/leb. AR/leb.
(sw) (5 min) (30 min)
[%] [%] (%]
|Inkubation ohne Hep., ohne Ca-lon | 8,51 | 9,00 | 11,32
|I nkubation ohne Hep. mit Ca-lon | 8,51 | 9,00 | 15,21
|Inkubation mit Hep. ohne Carlon | 8,51 | 21,67 | 23,57
|I nkubation mit Hep., mit Ca-lon (Kontrolle) | 8,51 | 21,67 | 34,45

Hep.= Heparin
Ca-lon = CaCl, und Cal ciumionphor

Der Zuwachs an Akrosomenreaktion lebender Spermien nach Inkubation ohne Heparin oder Calciumionophor oder CaCl, tber 35 min

(insgesamt 2,81%) betrégt 11% des Zuwachses, der bei Zugabe beider Induktoren erreicht wird (insgesamt 25,94 %). Der Zuwachs nach
den letzten 30 min ist mit Calciumionophor und CaCl, ungefahr 6fach grofer als bei Inkubation nur mit Heparin (1.9% Zuwachs ohne

Ca-lon gegeniiber 12,78% Zuwachs mit Ca-lon). Der Zuwachs an AR bei Zugabe von Calciumionophor ohne vorherige Inkubation mit
Heparin ist deutlich niedriger als bei vorheriger Zugabe von Heparin.

¢) Kontrolle der Wirkung von DM SO und CaCl.,.

Die Inkubation mit DM SO brachte keine Steigerung des Prozentsatzes an Akrosomenreaktion im Vergleich zu einer Inkubation ochne
DMSO. Calciumchlorid konnte bei einer Inkubation tiber 30 min ohne lonophorzusatz mit vorheriger Zugabe von Heparin keinen
groReren Zuwachs an AR erwirken im Vergleich zur ausgel 6sten AR durch Heparin.

5.1.6. Ergebnisse der Motilitatsanalyse

Auf den ermittelten Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien wurde bereits eingegangen. Weitere, mittels computergestiitzter
Motilitétsanalyse erfaldte Parameter beziehen sich in den folgenden Tabellen immer auf die linear motilen Spermien. Die verschiedenen
Parameter wurden sowohl von der Probe nach dem Auftauen als auch von den Swim-up-Spermien erfaldt und miteinander verglichen.
Bel allen Parametern war die Variation zwischen den Bullen gering und nicht signifikant grof3er im Vergleich zur Variation zwischen
den einzelnen Ejakulaten der Bullen (F-Werte 1,10).

5.1.6.1. Motilitatsparameter der aufgetauten Proben.

Zur Ermittlung der Geschwindigkeit wird zum einen die tatsachlich zurtickgel egte Bahn berilicksichtigt, zum anderen aber auch der
zurlickgel egte direkte Weg zwischen Anfangs- und Endpunkt der Bewegung. Die durchschnittliche K opfschlagfrequenz und seitliche
K opfauslenkung geben zusétzliche Hinweise auf die Bewegung des Spermiums selbst. Die Form der Bewegungsbahn wird durch den
WOB-Index (MARKLE-RUTZ, 1994) wiedergegeben, der die Zickzackbewegung der Spermien widerspiegelt. Je kleiner dieser Index
ist, umso mehr weicht die zurtickgel egte Bahn von einer geraden Linie ab.

Tabelle 10: Prozentsatz linear motiler Spermien und die davon er mittelten
Geschwindigkeiten der Spermien in der aufgetauten Probe.

(Fur jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.

In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR in Tabelle 1 angegeben.)
Ergebnisreihe 1. Prozentsatz linear motiler Spermien.

Ergebnisreihe 2: VAP (um/s) = Geschwindigkeit Uber eine gemittelte Bahn.
Ergebnisreihe 3: VCL (um/s) = Geschwindigkeit Uber die tatséchlich zuriickgel egte Bahn.
Ergebnisreihe 4: VSL (um/s) = Geschwindigkeit tber eine fiktive Bahn, dieas

Direktverbindung vom ersten zum letzten Mef3punkt
errechnet wird.
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Linear Sp VAP VCL VSL
| Bullen | (%] | [um/s] | [um/s] | [um/s]
| 1 | 74,67 | 96,33 | 10450 | 93,67
| 2 | 76,67 | 90,33 | 111,00 | 87,00
| 3 | 75,00 | 8367 | 99,67 | 82,00

4 | 75,33 | 82,00 96,50 | 8233

5 | 87,00 | 97,00 116,00 | 95,33

| 6 | 77,67 | 88,67 | 117,00 | 87,33
| 7 | 76,33 | 98,33 | 108,00 | 90,00
| 8 | 94,33 | 86,67 | 10533 | 86,00
9 | 74,00 | 94,00 109,33 | 91,00

10 | 87,67 | 89,00 98,00 | 85,33

| 11 | 83,67 | 96,67 | 112,33 | 94,67
| 12 | 83,33 | 89,00 | 10750 | 88,00
| 13 | 73,00 | 92,00 | 106,67 | 88,00
14 | 74,67 | 91,00 108,67 | 94,67

15 | 68,67 | 93,33 105,67 | 90,00

mean 78,80 91,20 107,08 89,02

SD 6,65 4,71 5,72 4,14
Korrelations- Bullen 1-15 0,35 -0,14 0,01 -0,18
koeffizient [r] Bullen 1-14 -0,05 -0,07 -0,12 -0,29

Die ermittelten Geschwindigkeiten der Spermien in den aufgetauten Proben und auch der Prozentsatz linear motiler Spermien korrelieren
nicht signifikant mit der NRR.

Tabelle 11: Bewegungsparameter der Spermien in der aufgetauten Probe.
(FUr jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.
In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR in Tabelle 1 angegeben.)
Ergebnisreihe 1: ALH (um) = durchschnittliche seitliche K opfauslenkung.
Ergebnisreihe 2: BCF (Hz) = durchschnittliche K opfschlagfrequenz
Ergebnisreihe 3: WOB-Index (%) = Flattrigkeit (VAP/VCL) x 100

ALH BCF WOB
| Bullen [1m] [HZ] | [%]
| 1 | 2,50 8,33 | 9219
| 2 | 4,40 8,35 | 81,38
| 3 | 3,47 7,57 | 83,95
| 4 | 3,27 8,20 | 84,97
| 5 | 3,60 8,73 | 83,62
| 6 | 4,23 8,23 | 75,78
| 7 | 3,70 8,00 | 91,05
| 8 | 3,70 8,33 | 82,28
| 9 | 3,15 8,10 | 85,98
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| 10 | 3,05 8,55 | 90,82
| 11 | 3,51 8,07 | 86,05
| 12 | 3,41 | 7,95 | 82,79
| 13 | 3,56 | 7,80 | 86,25
| 14 | 3,03 | 7,97 | 83,74
| 15 | 3,02 7,97 | 88,33
mean 3,44 8,12 85,28
SD 0,46 0,31 4,09
Korrelation- Bullen 1-15 0,28 0,46 -0,15
koeffizient [r] Bullen 1-14 0,15 0,26 0,07

Keiner der in dieser Tabelle dargestellten Parameter korreliert signifikant mit der NRR.
5.1.6.2. Motilitatsparameter der Swim-up-Praoben

Tabelle 12: Prozentsatz linear motiler Spermien und die davon ermittelten
Geschwindigkeiten der Spermien in der Swim-up-Probe.

(FUr jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.

In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR in Tabelle 1 angegeben.)
Ergebnisreihe 1. Prozentsatz linear motiler Spermien.

Ergebnisreihe 2: VAP (um/s) = Geschwindigkeit Uber eine gemittelte Bahn.
Ergebnisreihe 3: VCL (um/s) = Geschwindigkeit Uber die tatséchlich zuriickgel egte Bahn.

Ergebnisreihe 4: VSL (um/s) = Geschwindigkeit tUber eine fiktive Bahn, dieas
Direktverbindung vom ersten zum letzten Mef3punkt errechnet

wird.

Linear Sp VAP VCL VSL
| Bullen | [%] | [um/g] [um/g] | [um/g]
| 1 | 82,33 | 11233 | 120,00 | 111,00
| 2 | 74,00 | 100,33 148,50 | 99,67
| 3 | 90,33 | 11567 14533 | 114,33
| 4 | 84,67 | 11067 | 137,33 | 110,00
| 5 | 78,33 | 10667 | 140,33 | 104,00
| 6 | 86,00 | 86,33 | 12133 | 83,67
| 7 | 77,00 | 103,33 14550 | 102,67
| 8 | 55,33 | 91,67 122,33 | 88,67
| 9 | 84,33 | 10650 | 121,00 | 109,67
| 10 | 80,33 | 11400 | 159,00 | 104,67
| 11 | 92,00 | 12867 | 154,00 | 128,67
| 12 | 84,00 | 120,33 14250 | 120,33
| 13 | 84,00 | 111,67 138,67 | 110,67
| 14 | 78,67 | 97,50 | 130,67 | 101,33
| 15 | 77,67 | 12200 | 147,00 | 121,00
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mean 80,60 108,51 138,23 107,36

SD 8,26 11,06 12,15 11,37
Korrelations- Bullen 1-15 0,09 -0,29 -0,18 -0,32
koeffizient [r] Bullen 1-14 0,01 0,00 - 0,02 - 0,07

Die ermittelten Geschwindigkeiten der Spermien in den Swim-up-Proben und auch der Prozentsatz linear motiler Spermien korrelieren
nicht signifikant mit der NRR. Die drei ermittelten Geschwindigkeiten sind im Vergleich zu den aufgetauten Proben (Tabelle Nr. 10)
signifikant erhoht (t-Werte > 3). Der Prozentsatz linear motiler Spermien ist dagegen nicht signifikant erhoht. Die Bullen Nr. 2,5,8 und
10 zeigen in den Swim-up-Proben niedrigere Prozentsétze linear motiler Spermien asin der aufgetauten Probe. Bulle Nr. 8 stellt sich als

Ausreil3er dar, mit einem sehr niedrigen Prozentsatz an linear motilen Spermien in alen drei untersuchten Ejakul aten.

(Fir jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.

Tabelle 13: Bewegungsparameter der Spermien in der Swim-up-Probe

In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR in Tabelle 1 angegeben.)

Ergebnisreihe 1. ALH (um) = durchschnittliche seitliche K opfausl enkung.

Ergebnisreihe 2: BCF (Hz) = durchschnittliche K opfschlagfrequenz

Ergebnisreihe 3: WOB-Index (%) = Flattrigkeit (VAP/VCL) x 100

ALH BCF WOB
| Bullen [um] [HZ] | [%]
| 1 | 3,90 8,25 | 9361
| 2 | 6,05 | 9,25 | 67,56
| 3 | 5,20 | 8,60 | 79,59
| 4 | 460 | 867 | 80,58
| 5 | 5,43 8,80 | 76,01
| 6 | 5,23 9,30 | 7115
| 7 | 585 | 905 | 71,02
| 8 | 447 | 890 | 74,93
| 9 | 3,85 | 8,60 | 8802
| 10 | 6,15 9,05 | 71,70
| 11 | 4,68 8,93 | 8355
| 12 | 4,47 | 8,80 | 84,44
| 13 | 4,46 | 8,97 | 8053
| 14 | 4,73 | 8,87 | 74,62
| 15 | 4,92 8,53 | 82,94

mean 4,93 8,84 78,69

SD 0,69 0,27 6,92
Korrelations- Bullen 1-15 0,09 0,18 -0,12
koeffizient [r] Bullen 1-14 0,19 -0,23 0,07

Keiner der in dieser Tabelle dargestellten Parameter korreliert signifikant mit der NRR. Die Amplitude und Frequenz der seitlichen
Kopfauslenkung sind im Vergleich zu den Werten der aufgetauten Proben (Tabelle Nr. 11) signifikant erhoht (t-Werte > 3). Die Werte
fUr den WOB-Index sind im Vergleich zu den aufgetauten Proben signifikant niedriger (t-Wert = 3,18). Dies veranschaulicht die
Veranderung der Bewegungscharakteristik der Spermien. Sie zeigen eine grof3ere Kopfauslenkung und Frequenz. Der erniedrigte
WOB-Index spiegelt den stérkeren Zickzackkurs der kapazitierten Spermien wider.
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5.1.7. Bestimmung des AT P-Gehaltes

Der ATP-Gehalt der Spermien wurde sowohl von der aufgetauten Probe a's auch von den Spermien der Swim-up-Probe ermittelt. Der
ATP-Gehalt toter Spermien ist gering, somit wurde der gemessene ATP-Gehalt der Probe verrechnet mit der Anzahl |ebender Spermien
dieser Probe.

Weder der ATP-Gehalt der lebenden Spermien in den aufgetauten Proben noch in den Swim-up-Proben korreliert signifikant mit der
NRR. Der durchschnittliche ATP-Gehalt der |ebenden Spermien ist in der Swim-up-Probe signifikant erhéht im Vergleich zur
aufgetauten Probe (t-Wert = 2,54). Die Variation des ATP-Gehaltes sowohl der aufgetauten als auch der Swim-up-Probeist zwischen
den Bullen nicht signifikant grofRer als die Variation zwischen den einzelnen Ejakulaten eines Bullen

(F-Wert aufgetaut = 1,74; F-Wert swim-up = 0,61).

Tabelle 14. ATP-Gehalt der lebenden Sper mien.
(Fir jeden Bullen wird jeweils der Mittelwert von 3 Ejakulaten dargestellt.
In den letzten beiden Zeilen sind die Korrelationen zur NRR in Tabelle 1 angegeben.)

Ergebnisreihe 1: ATP-Gehalt pro 108 |ebende Spermien in der aufgetauten Probe.

Ergebnisreihe 2: ATP-Gehalt pro 108 |ebende Spermien in der Swim-up-Probe.

ATP - aufg. ATP - sw
Bullen [nmol/108 Sp ] | [nmol/108 Sp ]
| 1 | 13,92 | 15,08
| 2 | 9,75 | 33,48
| 3 | 24,43 | 10,92
| 4 | 14,60 | 14,88
| 5 | 15,46 | 17,26
| 6 | 13,92 | 16,04
| 7 | 21,81 | 22,25
| 8 | 24,23 | 17,10*
| 9 | 12,02 | 24,89
| 10 | 14,75 | 17,70*
| 11 | 6,44 | 14,15
| 12 | 8,11 | 18,97
| 13 | 12,68 | 20,76
| 14 | 11,69 | 26,77
| 15 | 14,78 | 22,93*
mean 14,58 19,55
SD 5,13 5,58

Korrelations- Bullen 1-15 0,12 -0,24
koeffizient [r] Bullen 1-14 0,31 -0,23

* Aufgrund einer zu geringen Anzahl von Spermien in der Probe mit Trichloressigsaure lag der absolute Gehalt an ATP bei einzelnen
Ejakulaten unterhalb des Mef3bereiches der Biolumineszenzmethode. In diesem Falle sind nur die Werte von den anderen Ejakul aten des
jeweiligen Bullen berticksichtigt worden.

5.2. Versuchsreihell (VR 11):
Untersuchung des Seminalplasmaeinflusses

In diesem Versuchsansatz zur Untersuchung der Seminal plasmawirkung auf die Spermienparameter wurden die Bullen Nr. 13, 14 und 15
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der ersten Versuchsreihe (VR) erneut zur Ejakulatgewinnung herangezogen. Von jedem Bullen wurden insgesamt 8 verschiedene
Ejakulate gewonnen. Diese Ejakulate wurden an 8 aufeinanderfolgenden Wochen jeweils am gleichen Tag von jedem der 3 Bullen
gewonnen.

Das Seminalplasma wurde durch Zentrifugation entfernt und von den Spermien wurden jeweils folgende Varianten erstellt:
Var. A: Keine Zugabe von Seminal plasma, nur Zugabe von Verdinner.

Var. B: Zugabe von Seminal plasma aus dem Seminal plasmapool der ersten VR (Seminalplasma
von Bullen mit hoherer NRR).

Var. C: Zugabe von frischem Seminal plasma des jeweiligen Bullen, gewonnen aus dem Ejakulat
desselben Tages.

Die Untersuchungen in vitro wurde analog zur ersten VR durchgefiihrt. Die Beurteilung der Ergebnisse wird nach der Darstellung der
Werte in Tabellen immer nach folgendem Schema durchgefuhrt:

(i) Betrachtung der Unterschiede zwischen den Varianten bei jedem Bullen (Einflul3 des
Seminalplasmas).

(i) Betrachtung der Unterschiede zwischen den Bullen bei jeder Variante.

(i) Vergleich der Werte der Variante C zu den jeweiligen Ergebnissen dieser Bullen in der ersten
Versuchsreihe.

In den Tabellen dieser VR werden der Mittelwert (mean) und die Standardabweichung (SD) der 8 Ejakulate firr jeden Bullen dargestellt.
Die Bezeichnung der Spalteniiberschriften erfolgt wie in der ersten VR. Die Werte einer Variante, die sich signifikant von den anderen
beiden Varianten bei dem entsprechenden Bullen unterscheiden, sind schraffiert unterlegt.

5.2.1. Untersuchung der aufgetauten Proben

Der Prozentsatz motiler Spermien wurde mit Hilfe des Stromberg Mika Systems ermittelt. In einigen Proben der zweiten VR waren
vermehrt Spermien mit abgeknickten Schwanzen vorhanden (siehe unter 5.2.1.1), die sich rlickwérts bewegten, vom Stromberg Mika
System falschlicherweise als vorwartsbewegliche Spermien erfaldt wurden. Daher wird in dieser VR der Begriff motile Spermien
verwendet. Die Anzahl an Spermien pro Paillette war in dieser Versuchsreihe noch hoher alsin der ersten (Mittelwert = 22,3 x 106 6,3 x
109).

Wiein der ersten VR erlautert, konnte durch die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung mittels Hoechst-Farbstoff auch der
Prozentsatz lebender Spermien jeder aufgetauten Probe ermittelt werden. Beide Parameter sind fiir die drel Varianten in Tabelle 15
dargestellt.

Tabelle 15: Prozentsatz motiler und lebender Spermien der aufgetauten Proben
Ergebnisreihen 1-3: Prozentsatz motiler Spermien der aufgetauten Proben.

Ergebnisreihen 4-5: Prozentsatz lebender Spermien der aufgetauten Proben.

Motil lebende Sp.
Var.A |var.B |Var.C |Var. A Var.B Var.C
Bullen 1 1o6] | o] | (%] | [%] %] [%]
] 13 |26¢10| 24+ 8 |27il6] 50+ 8 |44¢9] 49+ 10
] 14 |37il5|38119|45118] 64 + 10 |62¢12] 62+ 6
’ 15 |28110|38111|40112’ 657 |6619’ 63+ 8

(i) Die Untersuchung der aufgetauten Proben 183t keinen Einflufd des Seminal plasmas auf die Spermien erkennen. Bel allen drei Bullen
zeigt weder der Prozentsatz motiler Spermien noch der Prozentsatz lebender Spermien einen signifikanten Unterschied zwischen den
Varianten.

(i) Bulle Nr. 13 hat sowohl einen niedrigeren Prozentsatz motiler als auch lebender Spermienin allen drei Variantenim Vergleich zu
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den anderen beiden Bullen.

(iii) Im Vergleich zur ersten VR (Tabelle Nr. 1) ist der Prozentsatz motiler Spermien signifikant niedriger bei den Bullen Nr. 13 und 14.
Bulle Nr. 15 zeigte bereitsin der ersten VR einen sehr niedrigen Prozentsatz, welches hier ebenfalls fur ale Varianten der Fall ist. Der
Prozentsatz lebender Spermien ist nur bei dem Bullen Nr. 15 signifkant niedriger alsin der ersten VR, bei den Bullen Nr. 13 und 14 ist
dieser auch niedriger aber die Unterschiede sind nicht signifikant.

Von jeder aufgetauten Probe wurde zusétzlich zur Hoechst-Farbung auch der Zustand des akrosomalen Randes untersucht und die
Spermien analog zur ersten VR in vier verschiedene Spermienkategorien eingeteilt.

Tabelle 16: Fluoreszenzmikroskopisch erfaldte Sper mienvarianten der aufgetauten
Proben.

Ergebnisreihe 1. Prozentsatz ebender Spermien mit intaktem Akrosom
Ergebnisreihe 2: Prozentsatz toter Spermien mit intaktem Akrosom
Ergebnisreihe 3: Prozentsatz |ebender Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand

Ergebnisreihe 4: Prozentsatz toter Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand

| Bulle Nr. 13
NAR/leb. NAR/tot AR/leb. AR/tot
Var. [%] [%] [%] [%0]
| A ] 44 + 10 ] 10+ 3 | 7+2 | 40+9
| B ’ 37+8 ’ 12+ 6 | 10+ 1 | 43+ 7
C ] 39+9 ] 12+ 4 10+5 39+9
| BulleNr. 14
v NAR/leb. NAR/tot AR/leb. AR/tot
" [%] [%] [%] (%]
| A ’ 57+9 ’ 16+ 7 7+3 | 20+ 4
| B ’ 55+ 12 ’ 15+ 6 | 6+3 | 23+8
| C ] 56+ 9 ] 15+5 | 7+4 | 23+ 3
| BulleNr. 15
v NAR/leb. NAR/tot AR/leb. AR/tot
" [%] [%] [%] [%]
| A ] 58+ 7 ] 10+ 2 | 7+3 | 24+ 6
| B ] 58+ 7 ] 9+3 | 9+3 | 24+ 8
| C ’ 58+ 7 ’ 14+ 4 | 6+4 | 21+5

(i) Auch bei Betrachtung des akrosomalen Randes der aufgetauten Proben ist kein Einflufd des Seminal plasmas zu erkennen. Der einzige
signifikante Unterschied ist bei dem Bullen Nr. 13 zu sehen. Der Prozentsatz |ebender Spermien ohne akrosomalen Rand ist signifikant
hoher in den Varianten B und C.

(ii) Bulle Nr. 13 zeigt in allen drei Varianten einen signifikant erhdhten Prozentsatz toter Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand im
Vergleich zu den anderen Bullen und einen dementsprechend signifikant niedrigeren Prozentsatz lebender Spermien mit intaktem
Akrosom.

(iii) Im Vergleich zur ersten VR (siehe Tabelle Nr. 2) ist der Prozentsatz |ebender Spermien mit intaktem Akrosom signifikant niedriger
bei dem Bullen Nr. 15. Die Bullen Nr. 13 und 14 zeigen ebenfalls einen niedrigeren Prozentsatz dieser Spermienkategorie, der
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Unterschied ist nicht signifikant. Der Prozentsatz lebender Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand ist bei allen drei Bullenim
Vergleich zur ersten VR signifikant hther. Der Prozentsatz toter Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand ist ebenfals bei alen
Bullen héher alsin der ersten VR.

5.2.1.1. Zusatzlich beobachtete M erkmale der aufgetauten Proben

Wie bereits aus dem oben dargestellten geringerem Prozentsatz motiler Spermien und dem leicht beeintréchtigten Prozentsatz |ebender
Spermien im Vergleich zur ersten Versuchsreihe zu erkennen ist, zeigen diese Proben eine schlechtere Qualitat nach dem Auftauen als
die Proben der ersten VR.

Dies stimmt tiberein mit anderen beobachteten Qualitétseinbullen, die zusétzlich protokolliert wurden:

- In jeweils 3 Ejakulaten der Bullen Nr 13 und 14 und in 2 Ejakulaten des Bullen Nr. 15 wurden
vermehrt Erythrozyten beobachtet.

- Besonders die Proben des dritten Ejakulates (in der Dritten Woche gewonnene Ejakul ate) jedes
Bullen enthielten vermehrt lose Kdpfe bzw. abgeknickte und/oder lose Schwéanze. Dies gilt
besonders fur Bulle Nr. 13, bei dem auch 5 weitere Ejakul ate vermehrt lose Schwéanze enthielten.
Bei weiteren 3 Ejakulaten von Bulle Nr. 15 konnten aufgrund des abgeknickten Schwanzes
rickwartsschwimmende Spermien vermehrt beobachtet werden. Bulle Nr. 14 zeigte nur bel
insgesamt 2 Ejakulaten derartige Schaden.

- Wiederum die Proben des dritten Ejakulates zeigten vemehrt Spermien mit deformierten Képfen.
Dies gilt auch fur weitere Ejakulate des Bullen Nr. 13. Die Bullen Nr. 14 und 15 sind weniger
betroffen.

Von den insgesamt 72 untersuchten Proben zeigten unabhéngig von den Varianten 32 eine oder mehrere dieser Verdnderungen.
Inwiefern diese Beobachtungen die erfaldten Laborparameter bzw. die Fertilitét beeinflufdten, konnte nicht untersucht werden. Ein
Verwerfen der betreffenden Proben und eine Entnahme weiterer Spermaproben dieser Bullen war im Rahmen dieser Versuchsreihe
leider nicht moglich. Aus diesen Veranderungen ergibt sich die teilweise hohe Variabilitét der Werte in den voranstehenden Tabellen der
aufgetauten Proben. Um die bereits sehr geringe Probenanzahl nicht weiter einzuschranken, wurden alle Ejakul ate untersucht und die
Werte trotz des moglichen Einflusses durch die oben dargestellten Fakten mit einbezogen.

5.2.2. Untersuchung der Swim-up-Proben

Mittels des Swim-up-Verfahrens, welches in der ersten Versuchsreiche eine Anreicherung der motilen Spermien ermdglichte, konnte bei
diesen qualitatsgeminderten Proben nur eine sehr geringe Anzahl von Spermien angereichert werden. Bei den ersten untersuchten Proben
jedes Bullen lag der Swim-up-Prozentsatz durchschnittlich unter 1 %. Diese geringe Spermienzahl verhinderte weitere Untersuchungen,
so dal? das Swim-up-Verfahren modifiziert werden muidte. Die unter Material und Methoden beschriebene Veranderung des Verfahrens
bedingt eine hohere Anzahl toter Spermien in den Swim-up-Proben. Dies muf3te in Kauf genommen werden um eine Untersuchung der
Proben zu erméglichen.

Tabelle 17: Parameter der Proben nach verandertem Swim-up-Verfahren.
Ergebnisreihe 1. Prozentsatz an Swim-up-Spermien
Ergebnisreihe 2: Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien

Ergebnisreihe 3: Prozentsatz lebender Spermien (NAR/leb. + AR/leb.)

’ BulleNr. 13
Swim-up% Motil. lebende Sp
Var. [%] [%] [%]
] A | 5+2 ] 59+ 18 ] 79+5
’ B | 61 35+ 16 ’ 56+ 3
] C | 6+1 ] 28+7 ] 58+ 8
’ BulleNr. 14
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Swim-up% Motil. lebende Sp.
Var. [%] [%] [%]
’ A | 11+1 ’ 57+13 ’ 79+9
’ B | 12+ 4 ’ 55+ 14 ’ 774
’ C | 10+ 3 ’ 51+12 ’ 76+ 10
’ BulleNr. 15
Swim-up% Motil lebende Sp.
Var. [%] [%] [%]
] A | 61 ] 72+6 ] 79+ 7
’ B | 71 ’ 61+ 20 ’ 76+4
| C | 9+3 | 54£21 | 69%8

(i) Der Swim-up-Prozentsatz unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den Varianten. Der Prozentsatz motiler und |ebender
Spermien ist bei dem Bullen Nr. 13 signifikant hoher in der Variante ohne Seminalplasmain Vergleich zu den Varianten mit
Seminal plasmazusatz. Die Bullen Nr. 14 und Nr. 15 zeigen zwischen den Varianten keine signifikanten Unterschiede.

(i) Bei Bulle Nr. 14 konntein der Variante A ein signifikant htherer Prozentsatz an Spermien im Swim-up-V erfahren angereichert
werden als bei den anderen Bullen. Das gleiche gilt fur die Variante B nur im Vergleich zu Bulle Nr. 13. Die Varianten mit

Seminal plasmazusatz zeigen bei dem Bullen Nr. 13 einen signifikant niedrigeren Prozentsatz |ebender Spermien im Vergleich zu Bulle
Nr. 14. Im Vergleich zu Bulle Nr. 15 gilt dies fir Variante B.

(iii) Aufgrund der Anderung des Verfahrens kénnen diese Parameter nicht mit den Werten der ersten Versuchsreihe verglichen werden.
Esist auch mit diesem Verfahren eine Erhdhung vorwartsmotiler und lebender Spermien im Vergleich zu den aufgetauten Proben
gelungen, wenngleich der Unterschied zu den aufgetauten Proben nicht so deutlich ist wie in der ersten Versuchsreihe (Tabelle Nr. 3).

5.2.3. Erfassung der Akrosomenr eaktion

Wie bereitsin der ersten Versuchsreihe dargestellt, wurden von jeder Probe die vier verschiedenen Spermienkategorien jeweils von der
Swim-up-Probe, nach der Inkubation mit Heparin und auch nach der Inkubation mit Calciumionophor ermittelt. VVon groftem I nteresse
war der Prozentsatz akrosomenreagierter lebender Spermien zu jedem | nkubationszeitpunkt und der durch Heparin und Calciumionophor
induzierte Zuwachs an akrosomenreagierten Spermien.

Tabelle 18: Prozentsatz akrosomenreagierter Sper mien nach jedem
Inkubationszeitpunkt bzw. der Zuwachsvon Schritt zu Schritt desVersuches.

Ergebnisreihe 1. AR/leb.-Spermien der Swim-up-Probe.
Ergebnisreihe 2: AR/leb.-Spermien nach Inkubation mit Heparin.
Ergebnisreihe 3: AR/leb.-Spermien nach zusétzlicher Inkubation mit Calciumionophor.

Ergebnisreihe 4: Induzierte AR nach Inkubation mit Heparin
(Ergebnisreihe 2 - Ergebnisreihe 1).

Ergebnisreihe 5: Induzierte AR nach Inkubation mit Cal ciumionophor
(Ergebnisreihe 3 - Ergebnisreihe 2).

’ BulleNr. 13
AR/leb. sw AR/leb. he AR/leb. ca Zuw/he Zuwl/ion
Var. [%] [%] [%] [%] [%]
] A ] 16+ 4 37+8 | 44+ 9 ] 21+ 10 ] 8+8
| B | 18+ 6 29+ 4 | 33+5 | 11+3 | 5+7
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[ C T 206 286+4 | 36+x7 | 8+6 | 8%5
’ BulleNr. 14
AR/leb. sw AR/leb. he AR/leb. ca Zuw/he Zuwl/ion
Var. [%] [%] [%] [%] [%]
] A ] 17+7 ] 36+ 12 | 44 +7 ] 20 + 10 ] 8+8
’ B ’ 27+ 13 ’ 42 + 8 | 50+ 8 ’ 15+ 14 ’ 9+5
’ C ’ 24+ 10 ’ 377 | 47+5 ’ 14+ 12 ’ 9+5
’ BulleNr. 15
AR/leb. sw AR/leb. he AR/leb. ca Zuw/he Zuwl/ion
Var. [%] [%] [%] [%] [%]
] A ] 13+5 ] 42 +7 | 48 + 4 ] 29+ 7 ] 8+7
’ B ’ 8+5 ’ 31+11 | 41+ 6 ’ 17+ 10 ’ 14+ 6
] C ] 17+ 7 ] 34+6 | 36+6 ] 17+7 ] 3+2

(i) Sowohl in der Swim-up-Probe als auch nach Inkubation mit Heparin zeigt der Prozentsatz akrosomenreagierter, lebender Spermien
bei keinem der Bullen einen signifikanten Unterschied zwischen den Varianten. Nach Zugabe von lonophor ist diese Spermienkategorie
beim Bullen Nr. 15 in der Variante A signifikant grof3er alsin der Variante C.

Durch Zugabe von Heparin kann in der Variante ohne Seminal plasma des Bullen Nr. 13 ein signifikant héherer Prozentsatz an AR
ausgel st werden alsin der Variante C. Bei den Bullen 14 und 15 kann ebenfallsin der Variante A durch Zusatz von Heparin bei einem
hoheren Prozentsatz an Spermien eine AR ausgel 6st werden alsin den Varianten mit Seminalplasma. Der durch Calciumionophor
induzierte Zuwachs akrosomenreagierter lebender Spermien unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den Varianten bei den Bullen
Nr. 13 und 14. Bei Bulle Nr. 15 ist der Zuwachs signifikant niedriger in der Variante C alsin der Variante B.

(ii) Der Prozentsatz akrosomenreagierter lebender Spermien in der Swim-up-Probeist bei dem Bullen Nr. 15 in der Variante B
signifikant niedriger as bei den anderen Bullen. Nach Zugabe von Heparin ist dieser Prozentsatz bei Bulle Nr. 13 in den Varianten B und
C signifikant niedriger als bei dem Bullen Nr. 14. Nach Zugabe von Calciumionophor ist die Variante B und C bel Bulle Nr. 14
signifikant grofRer als bei den anderen Bullen. Weder der durch Zusatz von Heparin, noch durch Calciumionophor induzierbare
Prozentsatz an AR unterscheidet sich signifikant zwischen den Bullen, wenn jewells die Varianten miteinander verglichen werden.

(iii) Der Prozentsatz akrosomenreagierter lebender Spermien ist in den Swim-up-Proben aller Bullenim Vergleich zur ersten
Versuchsreihe signifikant grof3er. Der Prozentsatz an AR, der insgesamt nach der letzten Inkubation erreicht wird ist signifikant grofRer
asin der ersten Versuchsreihe bei den Bullen Nr. 14 und 15. Aber auch bei dem Bullen Nr. 13 ist dieser gréf3er. Durch die Inkubation
mit Calciumionophor kann bei alen Bullen in dieser VR ein deutlicher Zuwachs an AR erreicht werden. Dies war bei diesen Bullenin
der ersten Versuchsreihe nicht der Fall (Tabellen Nr. 6).

5.2.5. Spermienmortalitat bzw. -resistenz

Analog zur ersten Versuchsreihe dieser Arbeit wurde auch die Zunahme toter Spermien wéhrend des Versuches bzw. der Rest an
|ebenden, akrosomintakten Spermien am Schlul? des Versuches erfalt.

Tabelle 19: Anderung des Anteiles lebender akrosomintakter Spermien und toter
Spermien wahrend des Versuches.

Ergebnisreihe 1. Abnahme des Prozentsatzes |ebender Spermien mit intaktem Akrosom der
Swim-up-Probe bis zum Ende des Versuches

Ergebnisreihe 2: Abnahme des Prozentsatzes |ebender Spermien mit intaktem Akrosom, der
wahrend der Inkubation mit Calciumionophor reduziert wurde

Ergebnisreihe 3: Prozentsatz lebender Spermien mit intaktem Akrosom in der Probe am Ende
desV ersuches (nach Inkubation mit Cal ciumionophor)
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Ergebnisreihe 4: Zuwachs toter Spermien der Swim-up-Probe bis zum Ende des Versuches

Ergebnisreihe 5: Prozentsatz toter Spermien am Ende des Versuches

BulleNr. 13
Abnahme
Abnahme NAR/leb. Zuwachs Tote Sp.
NAR/Ieb.
NAR/leb. EndeVers. tote Sp. EndeVers.
durch lon
Var. [%] [%] [%] [%]
[%]
’ A ’ 44 + 13 ’ 16+ 6 | 19+ 8 ’ 16+ 8 ’ 37+8
] B ] 24+ 4 7+5 | 14+ 4 ] 8+3 ] 52+ 6
] C ] 22+5 12+ 6 | 16+ 7 ] 6+3 ] 48+ 9
’ BulleNr. 14
Abnahme Gesamt
Abnahme leh b Zuwachs Tote Sp.
NAR ) NAR )
NAR/leb. tote Sp. EndeVers.
durch lon EndeVers.
Var. [%] [%] [%]
[%] [%]
’ A ’ 40+ 11 ’ 14+ 8 22+ 10 ’ 13+ 3 ’ 34+7
] B ] 34+ 19 ] 13+ 7 | 16+7 ] 10+ 5 ] 34+7
] C ] 34+11 ] 13+4 | 18+ 11 ] 11+4 ] 35+ 10
’ BulleNr. 15
Abnahme Gesamt
Abnahme leh b Zuwachs Tote Sp.
NAR ) NAR )
NAR/leb. tote Sp. EndeVers.
durch lon EndeVers.
Var. [%] [%] [%]
[%] [%]
’ A ’ 49+ 9 ’ 15+ 9 | 17+ 9 ’ 14+ 6 ’ 35+8
] B ] 40+ 10 ] 15+7 | 21+7 ] 19+ 13 ] 38+5
] C ] 28+9 ] 8+3 | 24+ 7 ] 8+5 ] 39+7

(i) Bei den Bullen Nr. 13 und Nr. 15 gibt es einen signifikant gréf3eren Abfall ebender, akrosomintakter Spermien Uber die gesamte
Inkubationszeit nach dem Swim-up in der Variante A alsin der Variante C, bei Bulle Nr. 13 ist dieser auch signifikant grof3er alsin der
Variante B. Dieser Abfall ist in Variante C bei beiden Bullen kleiner alsin der Variante B. Der durch Calciumionophor bedingte Abfall
dieser Spermienkategorieist bei Bulle Nr. 13 signifikant niedriger in der Variante B alsin den beiden anderen Varianten. Der
Prozentsatz dieser Kategorie am Ende des V ersuches unterscheidet bei keinem der Bullen signifikant zwischen den Varianten.

Bei Bulle Nr. 13 ist der Prozentsatz toter Spermien am Ende des Versuches signifikant grof3er in der Variante A asbei den Varianten mit
Seminalplasma. Bei den anderen beiden Bullen ist dieser Unterschied nicht vorhanden. Bei Bulle Nr. 14 zeigt keiner der dargestellten
Parameter einen signifikanten Unterschied zwischen den Varianten.

(ii) Bei Vergleich der Bullen untereinander zeigt der Bulle Nr. 13 in der Variante eine signifikant kleinere Abnahme des Prozentsatzes
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akrosomintakter lebender Spermien als Bulle Nr. 15 und einen signifikant htheren Prozentsatz toter Spermien am Ende des Versuches
asdie beide anderen Bullen.

(iii) Alle drei Bullen zeigen einen signifikant niedrigeren Prozentsatz |ebender akrosomintakter Spermien am Ende des Versuches alsin
der ersten VR. Die Abnahme dieses Prozentsatzes wahrend der Inkubation mit Cal ciumionophor ist bei den Bullen Nr. 14 und 15
signifikant hther. Der Zuwachs toter Spermien wahrend des V ersuches unterscheidet sich jedoch nicht, so dal? die Abnahme
akrosomintakter Spermien mit einer Zunahme an AR einhergeht (Tabelle Nr. 8).

5.2.5. Motilitatsanalyse
Sowohl von den aufgetauten Proben als auch von den Swim-up-Proben wurden analog zur ersten VR verschiedene Motilitétsparameter
mittels Stromberg Mika System ermittelt. Diese Parameter werden nur von der linear motilen Population der Probe ermittelt. Sie lassen

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Varianten erkennen. Die Unterschiede zwischen den Bullen und zur ersten Versuchsreihe
sind minimal und nicht signifikant.

5.2.6. ATP-Gehalt

Analog zur ersten Versuchsreihe wurde der ATP-Gehalt der lebenden Spermien sowohl der aufgetauten Probe als auch der
Swim-up-Proben ermittelt.

Tabelle 20: ATP-Gehalt pro 108 lebende Sper mien.
Ergebnisreihe 1: ATP-Gehalt Iebender Spermien der aufgetauten Probe.
Ergebnisreihe 2: ATP-Gehalt |ebender Spermien der Swim-up-Prabe.

|AT P-Gehalt/108Sp. aufgetaut ATPGehalt/108Sp. sw-up
Var. A Var.B Var.C Var. A Var.B Var.C
Bullen nmol nmol | nmol nmol nmol | nmol
13 | 8+4 ] 6+2 | 7+3 ] 20+ 7 ] 16+ 11 ] 9+ 7
14 | 12+5 ’ 11+4 | 12+ 2 ’ 41+ 29 ’ 3017 ’ 32+16
| 15 | 13+7 ] 11+ 4 | 12+3 ] 23+7 ] 20+ 15 ] 19+9

(i) Die aufgetauten Proben zeigen keinen signifikant unterschiedlichen ATP-Gehalt zwischen den Varianten. Bei den Swim-up-Proben
hat Bulle Nr. 13 einen signifikant hoheren ATP-Gehalt in der Variante A. Dies gilt nicht fir die anderen Bullen.

(ii) Bulle Nr. 13 hat einen signifikant niedrigeren ATP-Gehalt sowohl in der aufgetauten Proben als auch in der Swim-up-Probe der
Variante C als die anderen beiden Bullen.

(iii) Der ATP-Gehalt der aufgetauten Probe von Bulle Nr. 13 ist etwas niedriger alsin der ersten VR. Der ATP-Gehalt der
Swim-up-Probe von Bulle Nr. 14 ist etwas hoher alsin der ersten VR. Es sind keine signifikanten Unterschiede des ATP-Gehaltes
sowohl der aufgetauten als auch der Swim-up-Probe im Vergleich zur ersten VR vorhanden (Tabelle Nr. 14).

5.3. Zusammenfassung der Ergebnisse
5.3.1. Versuchsreihel

In der ersten Versuchsreihe werden funktionelle Spermienparameter von 15 Bullen miteinander und mit der NRR verglichen. Da einer
der Bullen eine wesentlich schlechtere NRR als die anderen Bullen aufweist, wird die Korrelation zusatzlich auch nur unter
Berticksichtigung von den 14 Bullen mit einer NRR > 60% errechnet.

Folgende signifikante Korrelationen (p0,05) funktioneller Spermienparameter konnten ermittelt werden:

- Die NRR ist grof3er, je mehr lebende Spermien nicht bereits durch Heparin, sondern erst durch
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Inkubation mit Calciumionophor zur Akrosomenreaktion veranlasst werden .
(r=0,67; Bullen Nr. 1 bis 14).

- Bel Betrachtung aler Bullen ist die NRR ist gréfer, je weniger akrosomintakte lebende Spermien
am Ende des Versuches (nach Inkubation mit Calciumionophor) tbrig sind (r=-0,70).

- Bel Betrachtung aller Bullen ist die NRR gréf3er, je stérker die Abnahme akrosomintakter lebender
Spermien ist, die durch die Zugabe von Calciumionophor induziert werden kann (r=0,59).

Mit Hilfe des Swim-up-Verfahrensist es gelungen, Uberwiegend motile lebende Spermien zu gewinnen. Die Motilitétsparameter dieser
Swim-up-Spermien unterscheiden sich signifikant von denen der aufgetauten Probe. Der ATP-Gehalt der Iebenden Spermienist
signifikant hoher asin der aufgetauten Probe. Bei keinem dieser Parameter findet sich eine signifikante Korrelation zur NRR.

5.3.2. Versuchsreihell

Eswerden drei verschiedene Varianten durch unterschiedlichen Seminalplasmazusatz zu 8 verschiedenen Ejakulaten von jeweils 3
Bullen erstellt. Zwischen der Variante mit fremdem und der Variante mit homologem Seminal plasma sind keine Unterschiede zu
erkennen.

Die Variante ohne Seminalplasma unterscheidet sich in einigen Parametern signifikant von den Varianten mit Seminal plasma.
Insbesondere ist der Zuwachs akrosomenreagierter |ebender Spermien nach Inkubation mit Heparin in dieser Variante grof3er. Bulle Nr.
14 zeigt weniger haufig als die Bullen Nr. 13 und 15 Unterschiede zwischen den Varianten.

6. Diskussion

6.1. Versuchsrethel: Sper matologische Parameter ver schiedener Bullen
in Beziehung zur NRR.

Zwei funktionelle Spermienparameter korrelieren signifikant mit der Fertilitat der Bullen.

Ziel des ersten Abschnittes dieser Arbeit war es, Parameter gefrierkonservierter Spermienproben zu finden, anhand derer die
Befruchtungsfahigkeit eines Bullen eingeschétzt werden kann. Mit Hilfe eines funktionellen Tests wurden zwei Parameter gefunden, die
eine signifikante Korrelation zur NRR zeigen.

In dem durchgefiihrten Test wird die Fahigkeit der Spermien zur echten Akrosomenreaktion (AR) in Abhangigkeit vom ausl6senden
Stimulus untersucht. Die AR ermdglicht den Spermien das Durchdringen des Cumulus oophorus und der Zona pellucida der Eizelle.
Viele Autoren ermittelten bereits die maximale Anzahl induzierbarer AR in Spermienproben bzw. das Auftreten spontaner AR. Diese
Parameter zeigten keine signifikante Korrelation zur Fertilitét nach kinstlicher Besamung (FENICHEL et al., 1991; HENKEL et al.,
1993). Im Gegensatz zu diesen Arbeiten wird mit dem hier entwickelten Test nicht nur der maximal erreichte Prozentsatz an AR erfalt,
sondern ebenfalls berticksichtigt, ob bereits nach Inkubation mit Heparin oder erst durch Calciumionophor vermehrt AR auftreten.

Heparin wird in vitro zur Kapazitation von Spermien verwendet (MILLER u. AX, 1990). Die Kapazitation ist ein weitestgehend noch
ungeklarter Prozel3, der die Spermien auf die Akrosomenreaktion vorbereitet. In vivo wird die Kapazitation im weiblichen Genitaltrakt
unter anderem durch Glykosaminoglykane gefordert (LEE u. AX, 1984). Zu dieser Stoffgruppe gehért auch Heparin, welches nicht nur
die Kapazitation unterstiitzt, sondern auch bei einem Teil der Spermienpopulation die AR ausl 6sen kann. Sollten zu viele Spermien
jedoch bereitsim weiblichen Genitaltrakt zur AR veranlalt werden, bevor der Ort bzw. der Zeitpunkt der Befruchtung erreicht ist, dann
geht dies mit EinbulRen der Befruchtungsfahigkeit einher. Erst bei Erreichen der Eizelle bzw. zum Zeitpunkt der Ovulation sollten
geniigend Spermien eine AR aufweisen, wenn diese in vivo durch die Zona pellucida ausgel 6st wird. Dieser theoretische Ansatz des
Tests wird dadurch bestétigt, dald der Prozentsatz der Spermien, die nicht bereits durch Heparin, sondern erst nach Inkubation mit
Calciumionophor zur AR veranlaldt werden, eine signifikante Korrelation zur NRR aufwelst (r = 0,67). Der maximal erreichbare Anteil
an AR (spontane, durch Heparin induzierte und durch lonophor induzierte AR) korreliert dagegen nicht signifikant mit der NRR. Ein
weiterer Parameter, der signifikant negativ mit der NRR korreliert, ist der Prozentsatz |ebender Zellen mit intaktem Akrosom, der nach
Inkubation mit Cal ciumionophor noch verbleibt (r = - 0,70).

Demzufolge tritt eine Fertilitdtseinbule ein, wenn (i) in der Spermienpopulation eines Ejakul ates zu viele Spermien zu frih eine AR
aufweisen und durch weitere Stimulation keine AR mehr ausgel 6st werden kann und/oder wenn (ii) selbst durch starke Stimulation viele
|ebende und akrosomintakte Spermien nicht zur AR veranlaldt werden kénnen. Mit Hilfe desin dieser Arbeit durchgefiihrten Tests kann
man beide Parameter erfassen und in Relation zur NRR setzen.

Zur kuinstlichen Besamung von Rindern werden hauptsichlich gefrierkonservierte Spermienproben eingesetzt, daher wurden diesein
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vitro untersucht. Die Untersuchung nativer Spermien a3t keine direkten Aussagen Uber die Befruchtungsfahigkeit nach der
Gefrierkonservierung zu. Die Gefrierkonservierung der Spermienproben fihrt neben einem Verlust motiler Spermien zu einer Erhéhung
der intrazelluldren Calciumkonzentration und zu Verénderungen an den Spermienmembranen dhnlich denen der Kapazitation (BAILEY
u. BUHR, 1993; FULLER u. WHITTINGHAM, 1995). Esist |leider nicht méglich, die Einwirkung des Gefrierprozesses auf die hier
untersuchten Proben zu beurteilen, da keine entsprechenden Befunde an den nativen Proben der hier untersuchten Ejakul ate erhoben
werden konnten. Die Frage, ob die unterschiedliche Funktionsfahigkeit der aufgetauten Spermien einzelner Bullen eine Eigenschaft des
Bullen an sich oder Ausdruck der Gefriertauglichkeit des Bullen darstellt, bleibt unbeantwortet.

Die Induzierbarkeit der Akrosomenreaktion durch Calciumionophor nach Inkubation mit Heparin stellt ein strenges
Kriterium flr die Spermienfunktion dar.

In vivo sind zahlreiche regulierende Faktoren des weiblichen Genitaltraktes vorhanden. Grof3e Bedeutung kommt dabei dem
Eileiterepithel zu. Die Spermien binden im Bereich des Isthmus bis zur Ovulation an die Zellen (SUZUKI u. FOOTE, 1995; HUNTER et
a., 1991). Die Vitditéat der Spermien bleibt in vivo Uber mehrere Stunden erhalten, wéhrend sie bei dem in-vitro-Test nach dem
Auftauen nur eine wesentlich kiirzere Zeitdauer tiberleben. Der regulierende Einflufd und die Selektion der Spermien durch die
Eileiterepithelien fehlt bel der in-vitro-Kapazitation der Spermien. Der in-vitro-Test ist dadurch wesentlich kritischer fir die Spermien.
Bereits bei dem Bullen Nr. 12 mit einer NRR von 69% konnte durch die Inkubation mit Cal ciumionophor keine zusétzliche AR mehr
ausgel 0st werden. Damit gestattet dieser Parameter keine Differenzierung mehr zwischen Bullen mit niedrigerer NRR, und die
Einbeziehung von Bulle Nr. 15 (NRR = 43%) in eine lineare Korrelation zwischen diesem Parameter und der NRR war nicht sinnvoll.

Es treten unterschiedliche Stadien der AR wahrend des Tests auf. Das mor phologische Bild der AR unterscheidet sich
zwischen den Bullen.

Die Beobachtung des akrosomalen Randes bei Bullenspermien ist im Vergleich zu Spermien anderer Spezies aufgrund ihrer Gréf3e und
Form relativ einfach, so dal? auf differenziertere Farbetechniken verzichtet werden konnte. Die Beurteilung des Akrosoms unterliegt
jedoch hiermit der Subjektivitét des Betrachters. Die AR ist ein relativ langsamer Prozef3, und in jeder Probe konnten einige beginnende
AR sowie einige Spermien mit bereits vollstandigem Verlust des Akrosoms beobachtet werden. Die Schwierigkeiten ergeben sich in der
Beurteilung der beginnenden AR. Ein solches Spermium weist noch kurze Stiicke eines ganz scharfen akrosomalen Randes auf, zeigte
jedach bereits einzelne Vesikulationen an anderen Stellen. Zur maglichst strengen Trennung dieser Stadien wurden nur solche Spermien
as akrosomenreagiert betrachtet, bei denen Uberhaupt kein scharfer akrosomaler Rand mehr zu erkennen war. Damit wurde der
Ubergang von der Variante |ebender und akrosomintakter in die Variante lebender akrosomenreagierter Spermien sehr streng
gehandhabt. Dies kénnte einen Unterschied zu anderen Untersuchern darstellen.

Es sind verschiedene Farbemethoden bekannt, mit denen die gleichzeitige Erfassung der AR und der Vitalitdt moglichist (GRAHAM et
a., 1990; WAY et a., 1995). Der akrosomale Zustand |&13t sich auch mit monoklonalen Antikérpern, die an intra-akrosomale Antigene
von Bullenspermien binden, erfassen (JOHNSON et al., 1996). In Kombination mit der Durchfluzytometrie kénnte so eine
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen verschiedenen Labors erzielt werden. Die Durchflul3zytometrie bietet dartiberhinaus die
Moglichkeit, wesentlich mehr Spermien als nur die 200 untersuchten Zellen pro Probe zu erfassen, so dal3 eine rationellere und objektive
Bearbeitung von gefrierkonservierten Proben mdglich wére.

Zwischen den einzelnen Bullen wurden Unterschiede in der Morphologie der AR beobachtet. Beispielsweise wies Bulle Nr. 3 immer
eine sehr deutliche AR mit einer vollkommenen Auflésung des Akrosoms und Aushildung einer Radspei chenstruktur auf. Bulle Nr.7
dagegen zeigte nur eine zerkl Uftete Oberflache des vorderen Spermienbereiches, ohne Radspel chenstruktur, auch wenn kein akrosomal er
Rand mehr zu erkennen war. Diese morphol ogischen Unterschiede waren charakteristisch fir den jeweiligen Bullen. Inwiefern sie fir die
Befruchtungsfahigkeit von Bedeutung sind, ist nicht bekannt. Eine genaue quantitative und qualitative Untersuchung dieser Unterschiede
war gerétetechnisch (z.B. mit Elektronenmikroskopie) zu dem derzeitigen Zeitpunkt leider nicht méglich.

Bulle Nr. 15 unterscheidet sich sowohl in vivo als auch in vitro deutlich von den anderen Bullen.

Bei der Betrachtung der einzelnen Tabellen von Versuchsreihe | zeigt sich, dal’ Bulle Nr. 15 hdufig von den anderen Bullen stark
abweichende Werte aufweist. Die NRR dieses Bullen ist deutlich niedriger als die der anderen Bullen. Der Prozentsatz
vorwartsheweglicher Spermienist niedriger, aber der Prozentsatz Iebender (nicht mit Hoechst geférbter) Spermien in der aufgetauten
Probeist dafir hoher als bei den anderen Bullen. Viele lebende Zellen sind somit immotil. Eine immotile, aber dennoch |ebende Fraktion
der Spermienpopulation wurde auch von LARSSON et a. (1976) beschrieben. Es liegt hier moglicherweise ein die Motilitét
beeinflussender Schaden vor. Bei diesem Bullen mit deutlich herabgesetzter Fertilitét kann nicht nur durch den funktionellen Test,
sondern auch mit leichter erfal3baren Parametern eine Fertilitétsei nbul3e bemerkt werden.

Esist eine signifikante Korrelation zwischen dem Prozentsatz vorwértsbeweglicher Spermien in den aufgetauten Proben und der
Anreicherung in der Swim-up-Probe (Swim-up-Prozentsatz) vorhanden. Aber bei dem Bullen Nr. 15 war es mdglich, trotz des geringen
Prozentsatzes motiler Spermien der aufgetauten Probe viele Spermien in der Swim-up-Probe anzureichern. Bulle Nr. 15 beeinflufdt
aufgrund seiner abweichenden Werte die errechneten linearen Zusammenhange zur NRR. Deshalb wurde der Korrel ationskoeffizient
aler Parameter zur NRR zusétzlich nur unter Berlicksichtigung der Bullen Nr. 1-14 ermittelt.
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Die verschiedenen Motilitatsparameter und der ATP-Gehalt der Spermien zeigen in dieser Versuchsreihe keine
Beziehung zur Fertilitat. Die Svim-up-Spermien zeigen im Vergleich zur aufgetauten Probe deutlich ver&nderte
Werte.

Der Prozentsatz vorwartsmotiler Zellen der aufgetauten Proben korreliert nicht signifikant mit der NRR, doch ein Korrel ationskoeffizient
von 0,46 weist auf einen bestehenden linearen Zusammenhang hin. Diese Korrelation wére mdglicherweise bel einem Vergleich von
Bullen, die sich deutlicher in ihren NRR unterscheiden, signifikant. Bestétigt wird dies dadurch, dald der Bulle Nr. 15 mit einer
wesentlich niedrigeren NRR auch einen im Vergleich zu den anderen Bullen wesentlich niedrigeren Prozentsatz vorwartsmotiler
Spermien in den aufgetauten Proben aufweist. Die Tatsache, dal? die Untersuchung des akrosomalen Status bessere Beziehungen zur
NRR ergibt als die Untersuchung der Matilitét, wurde bereits von SAACKE u. WHITE (1972) beschrieben.

Die Motilitatsparameter der Swim-up-Spermien sind im Vergleich zu den Werten der aufgetauten Probe verdndert. Die verénderte
Bewegung der Spermien geht einher mit einer grofieren Kopfschlagfrequenz und Kopfschlagamplitude und einer htheren
Geschwindigkeit der Spermien. Dabei bewegen sich die Spermien nicht mehr geradlinig vorwarts, sondern schwimmen eher in einer
Zickzackbahn. Dieses verénderte und mit hdherem Energieverbrauch einhergehende Bewegungsmuster ist charakteristisch fir
kapazitierte Spermien und liefert die Antriebskraft, die notwendig ist, um durch den Cumulus oophorus und die Zona pellucida zu
dringen (BEDFORD, 1983).

Weder der ATP-Gehalt der aufgetauten Proben noch der der Swim-up-Proben zeigt eine signifikante Korrelation zur NRR. Dies stimmt
tiberein mit den Ergebnissen von SODERQUIST et al. (1991) und widerspricht der Arbeit von BERGER (1983). Méglich ist, dai’ bei
einer Untersuchungsgruppe mit starker divergierenden NRR eine Beziehung zum ATP-Gehalt der Spermien dargestellt werden koénnte.
Von groferer Bedeutung wére die gleichzeitige Messung der anderen Adenonukleotide und die Errechnung des
Phosphorylierungspotentials (adenylate energy charge), das eine Aussage Uber den energetischen Zustand der Spermien in der Probe
erlaubt.

Ein Problem bei der Erfassung des ATP-Gehaltes ist, dald immer nur der Durchschnittswert einer Population ermittelt wird. Die
Verteilungskurve des ATP-Gehaltes innerhalb der untersuchten Population bleibt unbekannt. AulRer bei zwei der Bullenist der
ATP-Gehalt der lebenden Spermien in den Swim-up-Proben hoher als der der lebenden Spermien in den aufgetauten Proben. Esist
bekannt, dai? der ATP-Gehalt durch die Gefrierkonservierung reduziert wird (KAHN et al., 1982). Die Frage, ob nur ein bestimmter
Anteil der Spermienpopulation weniger ATP nach dem Auftauen enthélt, oder ob der ATP-Gehalt in der gesamten Population niedriger
ist, bleibt offen. Esist auch unklar, ob die Spermien durch Fruktolyse wéhrend des Swim-up-V erfahrens mehr ATP bilden, oder ob nur
digenigen Spermien durch den Swim-up-Prozef} selektiert werden, die von vornherein mehr ATP enthalten.

Das Swim-up-Verfahren erschwerte bel einigen Bullen die Untersuchungen erheblich. Die geringe Spermienanzahl in den Proben
verzogert die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung, und die computergestiitzte Motilitétsanalyse erfordert zahlreiche Messungen,
um genugend der schnell schwimmenden Swim-up-Spermien zu erfassen. Der ATP-Gehalt in Swim-up-Proben mit weniger als 4% der
aufgetauten Spermien lag unter dem mef3baren Schwellenwert. Durch das Swim-up-V erfahren wurde nur ein geringer Prozentsatz (im
Durchschnitt 13%) der motilen Spermien der aufgetauten Probe gewonnen. Diesist wenig im Vergleich zu anderen Selektionsverfahren
wie z.B.der Percoll-Gradienten-Zentrifugation (PARRISH et a., 1995). Hierbei wére eine weitere Zentrifugation, die sich nachteilig auf
die Spermienmembran auswirkt, nétig, um das Percoll wieder von den Spermien zu trennen. Inwiefern die nach dem Swim-up-Verfahren
im Pellet verbliebenen, noch motilen bzw. lebenden Spermien zur Fertilitét in vivo beitragen, 183t sich nicht erfassen.

Zwischen den einzelnen Ejakulaten liegt bei einigen der Bullen eine grof3e Variabilitét vor.

Die grof3e Variahilitét zwischen den einzelnen Ejakulaten einiger Bullen kann darauf beruhen, dal3 es sich um junge Testbullen handelt,
die mit dem Beginn der ersten Versuchsreihe auch erst zur kontinuierlichen Spermaproduktion herangezogen wurden. Die Variation
betrifft alle erfalten Parameter. Auch der Prozentsatz induzierter AR durch Calciumionophor variiert bei einigen Bullen von Ejakulat zu
Ejakulat. Dies erschwert die Beurteilung der Bullen anhand der drei untersuchten Ejakulate. Aufgrund der Variation kann ein gutes
Ejakulat die NRR ausgleichen, die durch die schlechteren Ejakulate entsteht (z.B. bei den Bullen Nr. 9 und 10). Bei den Bullen mit hoher
Variahilitét verdecken die gemittelten in-vitro-Werte Uber alle drei untersuchten Ejakulate eine mogliche Korrelation zur NRR einzelner
Ejakulate.

Es wére wiinschenswert, die NRR von jedem Ejakulat einzeln zu erfassen und mit den Laborparametern dieses Ejakulates zu
vergleichen. Diese NRR wird dann aber durch noch weniger Erstbesamungen bestimmt, als esin dieser Arbeit der Fall war. Es sollte bei
zukiinftigen Untersuchungen dennoch angestrebt werden, einzelne Ejakul ate mit den entsprechenden in-vitro-Ergebnissen zu
vergleichen, um die ausgleichenden Effekte zwischen guten und schlechten Ejakulaten eines Bullen mit grofRer Variabilitét aufzuheben.

Die NRR wird nicht nur vom Befruchtungsvermdgen der Spermien, sondern auch von weiteren Faktoren beeinflulit.
Die Beziehung zwischen Spermaqualitét und Fertilitét wird beeinfludt durch die Anzahl an Spermien pro Inseminationsdosis. Optimale
Fertilitat wird erreicht, wenn die Anzahl an Spermien mit einer bestimmten Qualitét Uber einen Schwellenwert angehoben wird. Wenn

bei alen Bullen eine hohe Anzahl an Spermien pro Paillette eingesetzt wird, dann wird der Schwellenwert bei den meisten Uberschritten,
und es treten keine deutlichen Fertilitétsunterschiede mehr auf (SALISBURY et al., 1978). Hohere Korrelationen zu in-vitro-Parametern
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konnen nur erzielt werden, wenn die Erstbesamungen mit niedrigeren Spermienzahlen durchgefiihrt werden (PACE et dl., 1971). In
diesem Versuch war die Anzahl an Spermien pro Inseminationsdosis (ca. 18 Mio/Paillette) deutlich Uber dem angenommenen
Schwellenbereich, so dal’ sich die deutlichen Unterschiede der in-vitro-Parameter nicht in der NRR niederschlagen.

Zahlreiche durchgefiihrte funktionelle Tests zur Beurteilung von Spermien zeigen teilweise sehr unterschiedliche Korrelationen zur
Fruchtbarkeit in vivo. Diese Unterschiede werden durch die Charakteristik der NRR bedingt. Die Arbeiten von LINFORD et al. (1976)
zeigen, dal3 die errechneten Korrelationen verschiedener Parameter zur NRR sehr signifikant bzw. nicht signifikant sein kénnen,
abhéngig von der Streuungsbreite der NRR innerhalb der untersuchten Bullenpopulation. Die NRR der 15 Bullen dieser Arbeit zeigen
nur eine geringe Streuung der Werte fir die NRR (mittlere NRR = 70,41 8,03), besonders wenn Bulle Nr. 15 aufgrund der stark
abweichenden NRR nicht mit berechnet wird (mittlere NRR = 72,35 3,54). Der lineare Zusammenhang ist dadurch nicht so deutlich
vorhanden wiein der Arbeit von WHITFIELD u. PARKINSON (1995). Es wére gunstiger, Bullen mit stérker divergierenden NRR zu
untersuchen. Die NRR der uns fur diese Untersuchungen zur Verfligung gestellten Bullen waren zu Versuchsbeginn nicht bekannt. Eine
Erhohung der Anzahl an Erstbesamungen wirde die Daten statistisch besser absichern. Es war allerdings nicht méglich, mit den hier
untersuchten Bullen mehr Erstbesamungen durchzufiihren.

Die untersuchten Bullen waren alein der gleichen Station und unter gleichen Haltungsbedingungen untergebracht. Die
Spermagewinnung und -aufbereitung erfolgte bel allen Bullen regelméafdig und mit der gleichen Methode. Daher lassen sich Faktoren der
Besamungsstation und der Samengewinnung, die die Spermaqualitédt beeinflussen, weitestgehend ausschlief3en. In die NRR von Bullen
gehen aber auch Parameter der Fertilitét des besamten weiblichen Rindes bzw. bei mehreren Erstbesamungen Parameter der
Herdenfruchtbarkeit mit ein. Inwieweit Faktoren, wie beispielsweise Jahreszeit, Alter, Rastzeit des jeweiligen Betriebes auf die ermittelte
NRR Einfluf3 nehmen wird in der Arbeit von BRAHMSTAEDT (1982) beschrieben. Als Ursachen fir Fertilitétseinbuf3en in Herden sind
vor allem Ernghrungsfehler zu nennen. Aber auch die Organisation der Besamung beeinflussen die NRR. Der Besamungstechniker bt
mit seiner Arbeit den groften EinfluR auf das Befruchtungsergebnisin Rinderherden aus (BUSCH u. FURSTENBERG, 1983). Um diese
EinflUsse gering zu halten, wurden die Inseminationsproben der Bullen gleichmaldig und zuféllig auf die verschiedenen Betriebe verteilt.
Die Ejakulate wurden innerhalb weniger Wochen gewonnen, und die kinstliche Besamung erfolgte von alen gewonnen Ejakulaten
parallel in der gleichen Jahreszeit. Trotzdem l&fdt sich nicht ausschlieflen, dai die ermittelten NRR von diesen Faktoren beeinflufdt
wurden.

6.2. Versuchsreithell: Untersuchung des Seminalplasmaeinflusses.

Ziel des zweiten Abschnittes dieser Arbeit war es, den Einflul? von Seminal plasmaaustausch vor der Gefrierkonservierung auf
verschiedene Spermienparameter zu bestimmen. Es wurden jeweils 8 Ejakulate der aus der ersten Versuchsreihe bekannten Bullen Nr.
13, 14 und 15 gewonnen. Vor der Gefrierkonservierung wurde das el gene Seminal plasma mittels Zentrifugation entfernt und drei
Varianten (i) mit eigenem, (ii) mit fremden Seminalplasma von Bullen mit besseren NRR und (iii) ohne Seminal plasma nur mit
Verdunner hergestellt.

Bei allen drel Bullen zeigte sich bel keinem der untersuchten Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen den
Varianten mit eigenem Seminal plasma und der Variante mit Seminal plasma von Bullen mit besserer NRR.

Seminal plasma beinhaltet zahlreiche Bestandteile, die zum einen die Kapazitation fordern, zum anderen aber auch hemmen kénnen. Die
Unterschiede in der Zusammensetzung des Seminal plasmas zwischen Bullen kdnnten sowohl qualitativ als auch quantitativ von
Bedeutung sein. Durch ein hinzufigen von qualitativ anderen Bestandteilen kdnnte die Fertilitét der Spermien verbessert werden.
Denkbar wére aber auch, dal3 das hinzugef iigte Seminal plasma nicht andere Bestandteile, sondern die forderlichen Komponenten in
grofieren Mengen as das eigene Seminal plasma enthalt und dadurch die Fertilitét unterstiitzt wird. Der Seminal plasmaaustausch als eine
Moglichkeit zur Aufbesserung von Spermienproben konnte aufgrund der hier ermittelten Ergebnisse nicht bestétigt werden.

Im Mittel punkt stehen bei diesem Austausch vor allem Seminal plasmaproteine mit unterschiedlichem Molekulargewicht (KILLIAN et
a., 1993). Nach den Untersuchungen von LEE et a. (1985) reicht ein kurzer Kontakt mit Seminal plasma aus, um kapazitationsférdernd
zu wirken. Ejakulierte Spermien sind bis zur Abtrennung des Seminal plasmas mittels Zentrifugation bereits 1&nger in Kontakt mit dem
SP. Die Proteine binden dann an die Spermienoberfléche und werden bei der Zentrifugation zum grof3en Teil nicht mehr entfernt. Ein
Hinzuflgen von fremdem Seminal plasma mit qualitativ unterschiedlichen Proteinen konnte dann wirkungslos sein, da die Rezeptoren
auf der Spermienoberfl&che bereits durch eigene Proteine besetzt sind. Da die Zusammensetzung des Seminal plasmas im Rahmen dieses
Versuches nicht untersucht wurde, ist unbekannt ob bei dem ausgetauschten Seminal plasma ein qualitativer Unterschied vorlag. Eine
quantitative Verbesserung der Spermienprobe durch den Austausch hétte in dieser Versuchsreihe auch erfolgen kénnen.

Eine Gewinnung von Spermien mittels Orchektomie wére eine Mdglichkeit, die Seminal plasmawirkung eindeutiger hervorheben zu
konnen. Diese Methode ist sehr aufwendig und unwirtschaftlich fir eine Besamungsstation und somit ohne Bedeutung fir die Praxis.
Sollte das Seminal plasma eines Bullen mit guter NRR gewonnen werden, um schlechtere Bullen "aufzubessern”, dannist die
Verwendung gjakulierter Spermien die einzige in der Routine einsetzbare Methode. Eine genauere Analyse der Zusammensetzung des
Seminal plasmas verschiedener Bullen kdnnte einen eventuellen neuen Versuch dieser Art unterstiitzen indem ein Austausch gezielter als
in dieser Versuchsreihe stattfinden kann.

Zwischen der Variante ohne Seminal plasma und den beiden Varianten mit Seminal plasma zeigten sich signifikante
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Unterschiede.

Der Prozentsatz akrosomenreagierter lebender Spermien ist in der Variante ohne Seminal plasma besonders hoch, und der Zuwachs an
AR durch Heparinist grof3er als bel den anderen beiden Varianten. Der Zuwachs durch Calciumionophor ist dagegen bei allen Varianten
gleich. Seminalplasma verringert die Ausldsung der AR durch Heparin im Vergleich zur Variante ohne Seminalplasma. Dies entspricht
einer Schutzfunktion des Seminalplasmas (z.B. durch Spermadhésine) vor frihzeitiger Kapazitation bzw. AR (DOSTALOVA et al.,
1994).

Die Parameter der aufgetauten Proben unterscheiden sich im Vergleich zur ersten Versuchsreihe.

Der Prozentsatz |ebender Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand ist bei allen drei Bullen héher, der Prozentsatz |ebender Spermien
mit intaktem Akrosom ist bei den Bullen Nr. 13 und 15 niedriger alsin der ersten Versuchsreihe. Ebenfalls hoher ist auch der Prozentsatz
toter Spermien mit fehlendem akrosomalen Rand. Diese erhthte Anzahl an Schéden des Akrosoms bei toten und |ebenden Spermien
konnte mit der zusétzlichen Zentrifugation der Spermien vor der Gefrierkonservierung zusammenhangen. Eine Untersuchung von
Humanspermien ergab bei einer Zentrifugation tber 1500 g el nen erhéhten Prozentsatz an AR (HALL u. FISCHEL, 1995). Dies bedingt
den héheren Prozentsatz an Spermien mit defektem akrosomalen Rand in den aufgetauten Proben.

Zahlreiche der untersuchten Proben weisen vermehrt lose bzw. abgeknickte Schwanze auf. Dies kénnte ebenfalls auf die zusétzliche
Manipulation zur Entfernung des eigenen Seminal plasmas zuriickzufiihren sein. Die morphol ogischen Abweichungen der Spermienkdpfe
ahnelten dem "knobbed sperm defect” (BARTH u. OKO 1989). Tritt dieser Defekt haufig in der Spermienpopulation auf, so wird von
einer erblichen Genese ausgegangen. In diesem Falle warenhdchstens 30% der Spermien betroffen, und in der ersten Versuchsreihe
wurden keine derartigen Verdnderungen beobachtet, so dal? eine solche Ursache ausgeschlossen werden kann. Eine weitere Ursache, die
solche Veranderungen hervorrufen kann, ist eine gestérte Spermatogenese aufgrund aulRerer Faktoren. Da die nativen Ejakulate nicht vor
und nach der Zentrifugation vor der Gefrierkonservierung untersucht werden, bleibt unklar, inwiefern die Zentrifugation vor der
Gefrierkonservierung die beschriebenen Schéden an der Membran verursacht hat.

Esist zu beachten, dal3 der in der ersten Versuchsreihe durchgefihrte Test zur Fertilitdtsprognose hier nicht direkt anwendbar ist. Der
Zuwachs an AR nach Zugabe von Calciumionophor wirde, gemessen an den Mal3stében der ersten Versuchsreihe, auf eine wesentlich
hohere NRR hinweisen. Diese Werte sind nicht absolut mit der ersten Versuchsreihe vergleichbar, denn aufgrund der bereits erwadhnten
starken Qualitéatseinbuflen dieser Proben mufite das Swim-up-V erfahren so gedndert werden, dal? gentigend Spermien zur Verfligung
standen, um die verschiedenen zu untersuchenden Parameter zu ermitteln. Dieses verénderte Swim-up-Verfahren bedingt, dai3 die
Zusammensetzung der Spermienpopulation der Swim-up-Probe mit der Swim-up-Population der ersten Versuchsreihe nicht vergleichbar
ist: (i) Die Selektion matiler, lebender Spermien ist nicht so deutlich wiein der ersten VR, (ii) es wurden insgesamt mehr Spermien
gewonnen, und (iii) die Spermien sind durch die zusétzliche Zentrifugation generell labiler. Um einen Hinweis auf die Fertilitét in vivo
Zu bekommen, mifte man zuerst entsprechend manipulierte Proben verschiedener Bullen untersuchen und die Ergebnisse wiederum mit
der NRR vergleichen.

Es zeigen sich auch in dieser Versuchsreihe Unterschiede zwischen den Bullen.

Bulle Nr. 14 zeigt weniger signifikante Unterschiede zwischen den Varianten a's die anderen beiden Bullen. Auch sind weniger Proben
mit wesentlichen Qualitdtseinbul3en vorhanden als bei dem Bullen Nr. 13, der am deutlichsten eine erhthte Anzahl loser Schwéanze
enthdlt. Diesweist darauf hin, dal3 die notwendige Manipulation (Zentrifugation) vor der Gefrierkonservierung nicht nur einen negativen
Einflul3 auf die Spermagualitét hat, sondern dal? dieser Einfluld unterschiedlich stark von Bulle zu Bulle auftritt. Eine Untersuchung der
individuellen Resistenz gegentiber der zusétzlich notwendigen Manipulation wére interessant, falls ein kontinuierlicher

Seminal plasmaaustausch erfolgen soll.

6.3. Ausblick

Mit dem in der ersten Versuchsreihe vorgestellten Test kann man die Befruchtungsfahigkeit eines Bullen anndhernd einschétzen. Anhand
einer 1995 durchgefihrten Untersuchung konnten WHITFIELD und PARKINSON mittels der induzierbaren AR eine
Regressionsgleichung aufstellen, anhand derer die Fertilitét anderer Bullen errechnet werden kann. Eine Optimierung desin dieser Arbeit
vorgestellten Tests konnte ebenfalls zu der Mdglichkeit fuhren, die Fertilitat eines Bullen genauer einzuschétzen. Geht man davon aus,
dal’ eine geniigend hohe Anzahl an Spermien notwendig ist, die erst bel Erreichen der Eizelle eine AR aufweisen, dann kénnte man mit
einem etwas gréfderen Versuchsumfang die Anzahl der Spermien mit AR durch Stimulation mit Calciumionophor nach Inkubation mit
Heparin ermitteln, die fur eine erfolgreiche kiinstliche Besamung notwendig sind. Anhand dieser Anzahl kénnte man die Konzentration
der Spermien pro Inseminationsdosis individuell fir jeden Bullen, abhéangig den funktionellen Parametern der Spermien, einstellen.

Weitergehende Untersuchungen tiber die Mechanismen der Kapazitation und AR sind erforderlich, um Fertilitétstests zu optimieren. Hier
schliefdt sich die Untersuchung und Erarbeitung neuer Gefriermedien und -methoden an, da die Tiefgefrierung eine hochgradige
Qualitatseinbuf3e der Proben bedingt und besonders den Ablauf der Kapazitation beeinflulét. AulRerdem gibt es hier individuelle
Unterschiede zwischen den Bullen, die berlicksichtigt werden sollten.

Der Seminal plasmaaustausch al's eine Moglichkeit zur Aufbesserung der Ejakul ate schlechterer Bullen hat sich bei Betrachtung der
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Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe nicht bewahrt. Eine Entfernung des Seminal plasmas mit schonenden Methoden bzw. eine Zugabe
von fremden Seminal plasma ohne Entfernung des eigenen konnten die Probenqualitdt und damit auch die Aussagekraft der Ergebnisse
verbessern. Eine Untersuchung der Seminal plasmazusammensetzung von Bullen mit unterschiedlicher NRR kdnnte eine gezieltere
Zugabe der fordernden Bestandteile zu dem jeweiligen Ejakulat ermdglichen.

/. Zusammenfassung

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wird ein funktioneller Fertilitatstest dargestellt, mit dessen Hilfe die Befruchtungsfahigkeit
gefrierkonservierter Bullenspermien eingeschétzt werden kann. Von jeweils 5 Ejakulaten von 15 Bullen wird die NRR ermittelt. Drei
dieser Ejakulate werden pro Bullein vitro untersucht. Hauptbestandteil der Untersuchungen ist die Erfassung der durch einen geeigneten
Stimulus induzierbaren Akrosomenreaktion (AR) bel lebenden Spermien. Zusétzlich wird eine computergestiitzte Motilitatsanalyse und
die Messung des ATP-Gehaltes durchgefuhrt.

Vierzehn der Bullen haben NRR zwischen 60 und 80 %, wahrend ein Bulle eine niedrigere NRR aufweist (Bulle Nr. 15). Bei den 14
Bullen mit einer hdheren NRR korreliert der Prozentsatz der Spermien, dieim Anschluf? an eine Inkubation mit Heparin durch den
Zusatz von Calciumionophor eine AR aufwei sen signifikant mit der NRR. Zusétzlich zeigt sich, dal3 die NRR bei den Bullen grof3er ist,
bei denen nur sehr wenige akrosomenintakte lebende Spermien am Ende des Versuches verbleiben. Dagegen korreliert der Prozentsatz
an Zellen einer Spermienpopulation, der sich insgesamt aus spontaner (friihzeitiger) Heparin- und lonophor-induzierter AR ergibt, nicht
mit der Fertilitét. Dies unterstitzt die Hypothese, dal3 ein grof3er Anteil der Spermienpopulation nicht nur prinzipiell zu einer AR fahig
sein muf3, sondern dal3 diese Spermien erst bei addguatem Stimulus (Zona pellucida, bzw. in dieser Arbeit durch Calciumionophor) eine
AR aufweisen sollten.

Der hier vorgestellte Test ermdglicht die Einschdtzung der Fertilitét von Bullen mit hohen NRR, selbst wenn nur kleine Unterschiede
vorhanden sind. Bulle Nr. 15, der eine wesentlich geringere NRR hat (NRR = 43%) zeigt in dieser Arbeit ebenfalls kaum noch Spermien,
bei denen die AR durch Calciumionophor stimuliert werden kann. Auch der im Vergleich zu den anderen Bullen deutlich erniedrigte
Prozentsatz vorwartsbeweglicher Spermien der aufgetauten Proben weist auf eine verminderte Fertilitét hin. Bei den anderen Bullen
ermdglichen weder die Motilitétsanalyse noch der ATP-Gehalt der Spermien eine Aussage Uber deren Fertilitét.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde das Seminalplasma von jeweils 8 Ejakulaten von drei schlechten Bullen vor dem
Gefrierkonservieren entfernt und durch solches von guten Bullen ersetzt. Eine Aufbesserung der Fertilitét dieser schlechten Bullen durch
den Austausch konnte nicht erzielt werden. Es sind Unterschiede zwischen den Varianten mit Seminal plasma (fremdes und eigenes) und
der Kontrolle ohne Seminal plasma zu erkennen, die auf die Schutzfunktion des Seminal plasmas vor frihzeitiger AR hinweisen.

8. Summary

In vitro parameter s of bovine spermatozoa correlated to fertility and theimpact of seminal plasma exchange
on these befor e cryopreser vation.

The first aim of thiswork isto elaborate an in vitro trial which can be used to estimate the fertility of cryopreserved semen. Five different
gjaculates from each of 15 bulls are collected to assess the NRR. Three of these gjaculates per bull are individually examined in vitro.
The main impact islaid on the assessment of the inducible acrosome reaction (AR) of vital spermatozoa after thawing. Additionally the
motion characteristics and the ATP content of the sperm cells are studied.

Fourteen of the bulls reveal NRR between 60 and 80% while one bull (No. 15) has amuch lower NRR. In the 14 bulls with higher NRR
the increase in true AR by stimulation with ionophore after heparin treatment is significantly correlated to the NRR. Moreover, the
fertility of bullsis higher if the remaining number of vital spermatozoa with intact acrosome at the end of thetria islower. On the other
hand the total amount of true AR, which aso includes the premature AR induced by heparin does not correlate to the NRR and is not
predictive for fertility. This supports the thesis that it is not sufficient to have enough spontaneous or induced AR in a sperm sample but
that the AR should occur only after an adequate stimulation.

Thisin vitro trial represents a hard challenge for the spermatozoa missing regulating factors of the female genital tract. BullswithaNRR
of between 60% and 69% have only few or no sperm cells which are able to respond to calcium ionophore asis aso confirmed by bull
No. 15 (NRR = 43%). This functional spermatozoan parameter provides an approach to assess even dlight differencesin fertility between
bulls of high NRR. The low fertility of bull No. 15 in thistria is aready revealed by the low percentage of motile spermatozoa in the
sample after thawing. Neither the motility parameters nor the ATP amount of the bulls with higher NRR disclose any possibilities to
assess their fertility.

The second aim of this work wasto investigate the possibility of fertility improvement by exchanging seminal plasma. The seminal
plasma of 8 gjaculates each of three bulls with low NRR was removed by centrifugation and replaced before cryopreservation by seminal
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plasma from bulls with higher NRR. This possibility of improving the fertilizing ability of bullswith low NRR cannot be confirmed by
the obtained results. Differences between the specimens with and without seminal plasma can be percepted which lead to the conclusion
of aprotective function of the seminal plasma.
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