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Einleitung

1 Einleitung

Fur die Gefrierkonservierung von Bullensperma stetwit Jahren erfolgreich genutzte Tech-
nologien zu Verfigung. Trotzdem leiten sich ausReutinenutzung und aus laufenden Ent-
wicklungsarbeiten immer wieder neue FragestelluraderSo besteht durchaus Spielraum fur
Weiterentwicklungen, z. B. hinsichtlich der Objektrung und Erhéhung der Effektivitat der
Beurteilung der Spermaqualitat, der Verbesserumsgkamservierungserfolges, der Reduzie-
rung der Spermienzahl pro Besamungsportion undj@detiuellen Veranderungen der Techno-
logie.
Im Rahmen der Spermabeurteilung ermoéglichen diepobengestiitzte Spermabeurteilung,
~Computer Assisted Sperm Analysis (CASA)* und diar€hflusszytometrie eine objektive
und standardisierbare Erfassung von Qualitdtspdemmeer Spermien. Der technische Fort-
schritt qualifiziert diese Systeme inzwischen atighden Einsatz auf den Besamungsstatio-
nen, wo sie zur Qualitatssicherung und SteigerusrgRioduktionseffizienz beitragen. Die
beiden Systeme ermdglichen es, Uber eine FulleMatilitatsparametern und anderen funk-
tionellen Zelleigenschaften sowie eine Einzel-Zeatlalyse Spermiensubpopulationen zu er-
fassen, deren fertilitatsdiagnostisches Potenti@l noch weitgehend unbekannt ist.
Die eigenen Arbeiten wurden in enger Zusammenarbéiteiner Besamungsbullenstation
durchgefuhrt. Sie hatten ein sehr anwendungsoeides Konzept und verbanden ausgewahlte
spermatologisch-technologische Fragestellungen deit Problemen eines stationsspezifi-
schen Managements. Folgende Schwerpunkte wurdebdited:
1. Kontrolle und Verbesserung der Homogenitat von Bes®sportionen hinsichtlich
der Spermienzahlen und der Spermaqualitat
2. Weitere Standardisierung des Temperaturregimeslandeitablaufe bei der Sperma-
aufbereitung von der Phase der SpermaverdinnuraybBhase des Einfrierens
3. Testen eines antioxidanzienhaltigen Verdinnerzasatar Verringerung von oxidati-
vem Stress bei der Aufbereitung von gefrierkonsgtgm Bullensperma mit hohen
Verdinnungsgraden
4. Ermittlung der Zusammenhange zwischen einem vedbes Spektrum spermatologi-
scher Parameter und der Fertilitat der Besamuniggbbeim Einsatz von Tiefgefrier-

sperma
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Literaturiibersicht

2 Literaturiibersicht

2.1 Technologie der Konservierung von Bullensperma

2.1.1 Gefrierkonservierung von Bullensperma

Die kunstliche Besamung hat in den letzten 50 Jalkrdscheidend zur Verbesserung und
intensiven Nutzung des genetischen Potentials afieider Rinderpopulationen beigetragen.
Die sanitaren Risiken, die mit dem Natursprung uveden sind, konnen durch kuinstliche

Besamung kontrolliert werden (Vishmanath 2003).

Die Technologie der Spermakonservierung im Allgereriund im Besonderen die Konser-
vierungstechnologie fur Bullensperma wurde bereds Uber 50 Jahren revolutioniert als
Glycerol zum ersten Mal als Kryoprotektivum verwendurde (Polge et al. 1949). Die Ent-
deckung des Glycerols als wirksames Kryoprotektiarmoglichte es Sperma durch Einfrie-
ren fUr eine langere Periode zu konservieren ufadgeeich fur die kiinstliche Besamung zu
nutzen. Die Entwicklung von Techniken des Tiefgemes bei -196 °C in fllissigem Stickstoff,
wobei praktisch alle thermodynamischen Vorgangenbnbchen sind, ermdglicht eine fast
unbegrenzte Lagerung des Spermas. Man geht dawndass Tiefgefriersperma mehrere
1000 Jahre gelagert werden kann, ohne dass diet®uaid die Fertilitdt drastisch beein-
trachtigt werden (Mazur 1980).

Die aktuell angewandte Technologie der Kryokonggunng von Bullensperma wurde Uber
mehrere Jahrzehnte entwickelt und von mehr odergeeempirisch festgestellten Grundsat-
zen beeinflusst (Curry 2000, Hammerstedt et al.019%edeiros et al. 2002, Vishwanath
2003, Vishwanath und Shannon 2000, Watson 2000)d&eeund Chaveiro 2004).

Obwohl die grundsatzlichen Bedingungen fur die @dfonservierung von Bullensperma
immer wieder untersucht und perfektioniert wordem swerden beim Einfrier- und Auftau-
vorgang erhebliche Schaden verursacht, so dassistenyon 30 — 50 % durchaus auftreten

konnen (Vishwanath und Shannon 2000).
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Spermagewinnung

Ein Ejakulat muss vollstandig, unverandert, nichtsechmutzt und ohne Schadigung des Va-
tertieres gewonnen werden (Gotze 1949). Die Dutulitgy der Samengewinnung vom Bul-

len wurde u. a. von Wenkoff (1988), Krause (198)sch et al. (1991) und Kupferschmied

(1993) beschrieben. Zur Absamung von Bullen wirtkeilinstliche Vagina benutzt. Die ers-

ten Modelle wurden von Milowanow (1934) entwick@lach Busch et al. 1991) und wurden

seitdem kontinuierlich weiterentwickelt. Die Temaeer der kinstlichen Vagina unmittelbar

vor der Samengewinnung sowie die verschiedenenadebsanweisungen wurden in mehre-
ren VeroOffentlichungen beschrieben (Anzar et aDZ20Busch et al. 1991, Kupferschmied

1993, Wenkoff 1988).

Um qualitativ und quantitativ hochwertige Ejakulategewinnen, ist eine sexuelle Stimulati-
on der Bullen durch ,Blindspringe® und ,Ruckhaltezw. Wartezeiten* erforderlich (Alm-
quist 1982, Amann und Almquist 1976, Jansen 1984ton et al. 1984). Als ,Aufsprungob-
jekte* zur Samengewinnung von Bullen eignen sictisprungbullen (Kupferschmied 1993,
Pischel 1974) oder Phantome (Puschel 1974).

Medien fur die Kryokonservierung

Seit den Anfangen der kinstlichen Besamung von é&mdiaben sich viele Arbeitsgruppen
mit der Entwicklung geeigneter Medien zur Verdurngpumd Konservierung von Sperma be-
schaftigt. Zu den Voraussetzungen, die Verdinnuedsm erfillen missen, zéahlen: Stabili-
sierung des pH-Wertes zwischen 6,0 und 7,0, SchartKalteschock, Erhaltung des osmoti-
schen Drucks von 250 bis 300 mOsm/I, ErnahrungSgeermien sowie Hemmung des Keim-
wachstums (Kupferschmied 1993, Vishwanath und Sbrar#900). Bewéhrt haben sich so
genannte Tris-Verdunner, die auf der Basis von-FPuffer und Eidotter oder Milch aufge-

baut sind. Entscheidend ist der Gehalt an einenoptptektivum. Troz vielfaltiger Versuche

gibt es bislang keine effektive Alternative zum &dyol.

Seit einigen Jahren versucht man aus verschiederniemden vom Einsatz tierischer Produkte
(Eidotter und Milch) als Bestandteil der Verdunaeezurticken. Ein eidotterfreier Verdunner

12
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beinhaltet stattdessen steriles Soja-Lecitin. Aase Weise wird die Gefahr einer mdglichen
mikrobiellen Kontamination durch den Zusatz tienescProdukte ausgeschlossen.

Hinsch et al. (1997) konnten in vergleichenden ®tudcin aufgetauten Spermaproben von
Split-Ejakulaten zwischen einem eidotterhaltiger @winem eidotterfreien Verdinner keine
hoch signifikanten Unterschiede im Anteil lebendellen, im akrosomalen Status und in der
Motilitat feststellen. Auch Herold et al. (2003)¢cHaeider et al. (2002) und Sehner (2005)
beobachteten keinen deutlichen Unterschied hinsibh¥italitat und akrosomalem Status der

Spermien zwischen den beiden Verdinnervarianten.

In einer weiteren Studie vergleichen Thun et alO@Oeinen Tris-Eidotter-Verdinner und
einen eidotterfreien Verdiinner (Biociphos-BluMV, Frankreich). Sie fanden signifikant
bessere Werte nach dem Auftauen bei allen Labarpean bei der Tris-Eidotter-Variante.
Daraus ging hervor, dass der eidotterhaltige Vandiieinen besseren Schutz der Spermien
gewdhrleistet als der eidotterfreie Verdinner natithin als Eidotterersatz. Eine Reihe von
Autoren berichteten tGber hohere Spermiengeschvkedan bei den eidotterfreien Verdin-
nern (Aires et al. 2003, Gil et al. 2000, Janetale005, Nehring und Rothe 2003, Sehner
2005).

Feldversuche mit Split-Ejakulaten ergaben keineniBiganten Unterschiede in der Non-
Return-Rate (NRR) von mit eidotterhaltigem und #ieldreiem Verdinner verdinnten Sper-
maportionen (Gil et al. 2000, Hinsch et al. 199drteido 1998).

Spermaverdinnung

Im eigentlichen Verdinnungsvorgang werden in degedRein- oder zweistufige Verdin-
nungsverfahren angewendet (Kupferschmied 1993mBmveistufigen Verdlinnungsverfah-
ren enthalt die erste Verdinnungsstufe zumeist &&erol. Der ,erste” Verdinner wird bei
hoher Temperatur (30 — 37 °C) dem Sperma beigemibldch einer Temperaturabsenkung
auf ca. 4 -5 °C erfolgt die zweite, glycerolhadtiyerdiinnungsstufe. Bei dem einstufigen
Verfahren wird nur ein glycerolhaltiger Einheitsg@nner verwendet. Beim Vergleich zwi-
schen ein- und zweistufigen Verdinnungsmedien eeigich keine signifikanten Unterschie-
de in den jeweiligen NRR (Schenk et al. 1987). NBelnacaldo et al. (2007) werden die
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zweistufigen Verdiunnungsmedien haufiger in Nordakaeund die einstufigen Verdin-

nungsmedien haufiger in Europa angewandt.

Die Verdinnung des Spermas unmittelbar nach denardbs vermeidet die Bildung und
Ansammlung der metabolischen Produkte (Foote 19B2hner (2005) zeigte, dass bei einer
Aufbewahrung des unverdiinnten Spermas bei 32 °Czde Minuten hinaus mit Vitalitats-
verlusten des tiefgefrierkonservierten Spermaseanhnen ist. Die Erstverdiinnung im An-
schluss an die Spermagewinnung erfolgt meistensiber Verdiinnertemperatur zwischen 30
und 37 °C (Vishwanath und Shannon 2000). Kupfersetinil993) und Sehner (2005) be-
schrieben eine Temperatur bei der Erstverdinnumg32°C und Gil (1999) von 35 °C. In
der Regel wird bei der Erstverdinnung eine kleirenlye Verdinner langsam dem Sperma
zugegeben. Die Verdinnermenge bei der Erstverdignistirstationsspezifisch und kann fur
alle Ejakulate gleich sein oder variieren, abhéngig der Gesamtspermienzahl pro Ejakulat
bis zu 50 % der Gesamtverdiinnermenge (Baracaldb 2007). Bei der einstufigen Verdun-
nung folgt nach einer kurzen Abkuhlungsphase beinRemperatur oder im temperierten
Wasserbad die Endverdiinnung mit der restlichen (Werdrmenge. Bei den zweistufigen

Verdunnern wird die Endverdiinnung nach einer Abkiigsphase bei 4 °C vorgenommen.

Abklhlung des verdinnten Spermas

Viele Studien haben sich mit der Gestaltung eiqeintalen Abkihlungsrate des verdinnten
Spermas beschéftigt. Die Abkihlung des verdinnggerBas auf 5 °C ist ausschlaggebend
fur die Spermienvitalitdt nach dem Auftauen (Maz980, Robbins et al. 1976, Woelders
und Malva 1998). Wahrend der Abkluhlung des verdgmi@permas finden insbesondere im
Bereich von 15 bis 20 °C temperaturabhangige Membmetrukturierungsprozesse statt
(Hammerstedt et al. 1990). Holt et al. (2005) wdiest, dass unterhalb von 16 °C die Sper-
mien eine deutlich verringerte Motilitat aufweiséts ist generell akzeptiert, dass eine lang-
same Abkihlung des verdiinnten Spermas auf 5 °@ @iostiven Effekt auf die Spermienvi-

talitdt nach dem Auftauen hat (Dhami et al. 1993t und Almquist, 1978). Dhami et al.

(1992) stellten fest, dass eine langsame Abkuhlivey zwei Stunden wichtig fur eine gute

Spermaqualitdt nach dem Auftauen ist. Ennen €{l8l6) beobachteten bessere Motilitats-

werte nach dem Auftauen nach einer Abkihlung voei big vier Stunden.

14
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Januskauskas et al. (1999) verglichen eine langga8rme’C/Minute) mit einer schnelleren
(4,2 °C/Minute) Abkuhlung. Die Vitalitatsparametir Spermien nach dem Auftauen waren
zwar besser bei der langsamen Abkuhlung, aber signifikant. Trotzdem empfahlen die
Autoren eine langsame Abkuhlung des verdinntennsgerChaveiro et al. (2006) verglichen
drei Abkuhlungsraten (0,2, 0,75 und 3 °C/Minutenyl stellten bessere Auftauergebnisse fur
die Abkuhlungsrate von 0,2 °C/Minute fest.

Aquilibrierungsphase

Zwischen Verdiinnung und Einfrieren wird das verdér®perma einer so genannten Aqui-
librierung bei ca. 4 bis 5 °C unterzogen. Die laterangaben beziiglich der Dauer einer A-
quilibrierungsphase liegen zwischen zehn Sekund@srnfitson und Foote 1969) und 18
Stunden (Martin und Emmens 1958). Haufiger wirdeedmuilibrierungsdauer von drei bis
sechs Stunden vorgenommen (Brogliatti et al. 20B8).der zweistufigen Verdinnung wird
in dieser Phase der glycerolhaltige Verdinner zugghm Aus diesem Grund wird diese Pha-
se immer wieder irrtmlicherweise als ,Glyceroldduierungszeit* bezeichnet. Das Gefrier-
schutzmittel Glycerol durchdringt aber bei 4 — 538€hr schnell die Spermienmembran und
kann dem Sperma zu jedem Zeitpunkt der Abkihlungemeischt werden (De Leeuw et al.
1993). Man geht deshalb davon aus, dass es wateenquilibrierunsphase zu einer Wech-
selwirkung zwischen Proteinen aus dem VerdinnerderdSpermienoberflache kommt, die

dazu fuhrt, dass die Belastungen des EinfrieredsAwrftauens besser tberstanden werden.

Ennen et al. (1976) verglichen Aquilibrierungsphmagen zwei bis 18 Stunden. Die optimalen
Motilitatswerte nach dem Auftauen ergaben sich neider Aquilibrierungsdauer zwischen
vier und zehn Stunden. Auch Gilbert und AImqui978) empfehlen eine Aquilibrierungs-
dauer von drei bis neun Stunden fur die Gefrierkorierung von Bullensperma. Fiur Sperma,
das mit magermilchhaltigem Verdinner verdinnt waerichteten Wiggin und Almquist

(1975) von einer optimalen Aquilibrierungszeit vomei bis vier Stunden.

Foote und Kaproth (2002) verglichen bei einem roltmilchhaltigem Verdiinner verdiinnten
Sperma eine 4-stiindige mit einer 18-stiindigen Ampigrungsdauer. Die 18-stiindige Aqui-
librierungsdauer zeigte kleine aber signifikantdeee Auftauwerte als die vierstiindige Aqui-

librierungsdauer. In weiteren Versuchen fandengtkechen Autoren keine signifikanten Un-
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terschiede hinsichtlich der NRR zwischen den Vaeiamit vier bzw. 26 Stunden Aquilibrie-

rungsdauer.

Muifio et al. (2007) verglichen drei Verdinner, @iredotterhaltigen und zwei eidotterfreie
Verdinner, hinsichtlich der Spermaqualitat nacteeiiquilibrierungsdauer von 18 Stunden
miteinander. Sie stellten fest, dass die Qualigdt aufgetauten Spermas bei der eidotterhalti-
gen Verdunnervariante besser war als bei den eifiaien Verdinnervarianten.

Konfektionierung des verdinnten Spermas

Das verdunnte Sperma wird vor der Tiefgefrierungiimzelne Besamungsportionen verpackt.
Die Konfektionierung bzw. das Abflillen des verdiemSpermas geschieht heute fast aus-
schlielich in speziellen Kunststoffrohrchen, dergennante Pailletten. Die urspriinglich von
Cassou entwickelten ,franzdsischen Pailletten* (IMVAigle, Frankreich) bestehen aus Po-
lyvinylchlorid und haben an einem Ende einen Baufltstapfen. In dessen Mitte befindet
sich eine Schicht aus Polyvinyl-Alkohol-Puder. Bantakt mit einer Flussigkeit bzw. mit
verdiinntem Sperma verfestigt sich der Stoff undatdrel3t so das Ende der Paillette. Bei der
Samenubertragung dient dieser Stopfen als Kolbem Aussto3 des Spermas. Das zweite
Ende wird zusammengepresst und mit Hilfe von Utina#l verschlossen. Bei einem von
Simmet entwickelten System werden beide Enden esil?dhrchens durch Glas- oder Me-
tallkugeln versiegelt (MiniTub, Tiefenbach, Deutlsetd). Durchgesetzt haben sich die Pail-
letten mit einem Volumen von 0,25 oder 0,50 Mi#h. Friher wurden Glasampullen
und/oder Pellets benutzt. Die Pailletten haben iegebsatz zu den Glasampullen bzw. den
Pellets folgende Vorteile: vergleichbare oder besBERR; bessere Lagermdglichkeit; leichte-
re Kennzeichnung und Identifizierung; vergleichsgeniedriges Kontaminationsrisiko. Die
vielfaltigen Vorteile der Pailletten haben zu eimelistandigen Verdrangung der Glasampul-
len und der Pellets gefuhrt (Kupferschmied 1993).

Es werden zunehmend Roéhrchentypen verwendet, i gjeringeren Verlust an konfektio-
niertem Sperma gewahrleisten. So wird von der FikidITUB (Tiefenbach, Deutschland)
eine feine Paillette mit der Bezeichnung ,goldetiaangeboten. Der Industriestopfen wird
hier ganzlich durch einen Kugelverschluss ersdiizh die Vorteile des konventionellen

Baumwollstopfens im Handling weiter zu nutzen, vegrdvon der Firma IMV (L Aigle,
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Frankreich) eine feine Paillette mit der Bezeichmyfiop Bull Straw* und von der Firma
MINITUB eine Paillette mit der Bezeichnung ,EcoPRetile™ vertrieben. Bei diesem Paillet-
tentyp ist der Baumwollstopfen durch einen baumwuthantelten Plastikstopfen ersetzt.

Diese Pailletten gewéhren einen um ca. 5 % geremge€erlust an eingefilltem Sperma.

Die Konfektionierung kann bei Raumtemperatur vor Aquilibrierung oder bei 4 °C nach

der Aquilibrierung erfolgen.

Einfrieren des verdinnten Spermas

Das verdinnte und konfektionierte Sperma wird imekStoffdampf innerhalb von ca. neun
bis zehn Minuten bei -90 bis -110 °C eingefroramschliel3end in flissigen Stickstoff Uber-
fuhrt und gelagert. Der Einfriervorgang kann infgga GefalRen im Stickstoffdampf Gber dem
flissigen Stickstoff oder mit Hilfe von Einfrierauhaten nach einer standardisierten oder

programmierten Einfrierkurve erfolgen (Kupferschchi993).

FUr das erfolgreiche Einfrieren der Bullenspermigneine steile und kontrollierte Einfrier-
kurve notig um zellulare Schaden zu minimieren (lQurt al. 2003). Die optimale Einfrier-
rate liegt fur den Bereich + 4 °C bis -10 bzw. *#Dbei 50 bis 100 °C/Minute (Woelders und
Chaveiro 2004, Woelders und Malva 1998). Fur dereiBb -20 bis ca. -100 °C wird eine

langsame Einfrierkurve von ca. 10 bis 20 °C/Minutevendet.

Durch Tiefgefrierkonservierung in flissigem Stiak$tei -196 °C wird der Zellstoffwechsel
in den Spermienzellen stillgelegt. So ist eine fasbegrenzte Lagerung ohne Reduzierung
der Befruchtungsfahigkeit der Besamungsportionemlictd (Kupferschmied 1993, Mazur
1980).

Auftauen des tiefgefrierkonservierten Bullenspermas

Es ist generell akzeptiert, dass ein schnellesateit des gefrierkonservierten Bullenspermas
Vorteile fur das Uberleben der Spermien hat. Mg2980) beobachtete, dass ein schnelles
Auftauen die Rekristallisierung der Wassermolekidgmeidet und somit auch moégliche
Zellschaden. Ein anderes Problem bei einem langsadnéauvorgang ist der Wechsel im
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osmotischen Druck, welcher die Spermien zersto@mte (Curry und Watson 1994). Es
wird ein Auftauvorgang in einem 37 — 38 °C warmeaséérbad bei ca. 30 Sekunden emp-
fohlen (Kupferschmied 1993).

2.1.2 Flussigkonservierung von Bullensperma

Die Flussigkonservierung von Bullensperma ermdéglicida der Stress des Einfrierens und
Auftauens des verdinnten Spermas entfallt — Spemaiden/Besamungsportion von
zwei bis funf Millionen, d. h. ca. ein Drittel besn Achtel weniger als bei der Gefrierkonser-
vierung (Shannon und Vishwanath 1995). Bedeuts&faehteil ist allerdings die auf drei
Tage begrenzte Einsatzdauer und der damit verbendtagistische Aufwand des Sper-
matransportes. Der weltweite Handel mit mannlicBpitzengenetik beim Rind wird nur mit
gefrierkonserviertem Bullensperma betrieben. Ders&iz flissigkonservierten Bullensper-
mas stellt deshalb, mit Ausnahmen in NeuseelandAwsdralien, nur eine erganzende Vari-
ante in der kinstlichen Besamung dar. Die Flussigkovierung wird dann angewandt, wenn
ein sehr hoher Bedarf am Sperma eines Spitzenbhéleteht und die Bedingungen fir den

Spermatransport gunstig sind.

Fur die Flussigkonservierung von Bullensperma ezkelie Shannon in den Jahren 1964 und
1965 den so genannten Caprogen-Verdiinner (Shar@f®).1Caprogeh ist mit den spater
eingebrachten Modifikationen heute noch der am igéign eingesetzte Verdinner fur die
Flissigkonservierung von Bullensperma (Shannonl.elt@4, Shannon und Vishwanath
1995).

Nachdem lange Zeit das flissigkonservierte Bullens@a bei 5 °C gelagert worden war, fand
man heraus, dass auch eine Lagerung zwischen 1241A@ mdglich ist. Dafiur wurde der
Anteil des Eigelbs im Verdunner von 20 % auf 5 %ayét (Shannon und Curson 1984).

Die Flussigkonservierung von Bullensperma kommté&eveltweit am haufigsten in Neusee-
land zur Anwendung. Dort werden die Kiihe Uberwiggesisonal in den Monaten September
bis Dezember besamt. In dieser Inseminationspetiedéeht extrem hoher Bedarf an Sper-

ma.
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2.2 Spermauntersuchung und —beurteilung

Seit der Einfiihrung der kiinstlichen Besamung beind Rvird durch zahlreiche verschiedene
Tests versucht, eine Vorhersage fur die Eignungkaurservierung und die Befruchtungsfa-
higkeit der einzelnen Ejakulate zu treffen. In 8@samungspraxis dienen dabei als Beurtei-
lungsgrundlage Mindestanforderungen, die auf systisch ermittelten Ergebnissen basieren
(Busch et al. 1991, Kupferschmied 1993).

2.2.1 Makroskopische Untersuchungen

Bullensperma soll grauweild bis elfenbeinfarbeng eiahmige Konsistenz haben und ge-
ruchsneutral sein (Busch et al. 1991, Kupferschrh&B).

Das Volumen eines Ejakulates kann durch Wiegen ddesh direktes Ablesen des graduier-
ten Auffangglases bestimmt werden (Kupferschmiefi3l9Das Ejakulatsvolumen soll fur

die Weiterverarbeitung mindestens zwei Millilitexttagen (Busch et al. 1991).

Spermienkonzentration

Die Spermienkonzentration im originaren Ejakulatghaals Dichte bekannt, wird von auf3e-
ren Faktoren wie Ftterung, Vorbereitung und Duibhding der Samenentnahme (Busch et
al. 1991), sowie genetischen Faktoren (Muller etl@lF1) beeinflusst. Die Mindestanforde-
rung an die Dichte eines Ejakulates soll nach Lagwk Greig (1987) bei 300 Millionen pro

Milliliter liegen.

Eine exakte Bestimmung der SpermienkonzentratibWasaussetzung fir die Berechnung
des Verdunnungsgrades und damit fur eine effektnek risikofreie Auslastung von Ejakula-
ten. Geignet sind mehrere Methoden. Klassischeenmgied die Spermienkonzentration mit-
tels Zzahlkammer wie z. B. nach Thoma, Burker-Tiektbnmt (Busch et al. 1991, Christen-
sen et al. 2005c¢).
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Die Dichte kann jedoch schneller und einfacher efsttPhotometer oder Partikelz&hlgerat
bestimmt werden. Ein Photometer misst die Trubunghfabsorption) in einer mit NaCl-
Lésung verdinnten Spermaprobe. Der ermittelte Wed mit den Werten einer Eichkurve
verglichen, die zuvor mittels einer Zahlkammer oelimes Partikelzdhlgerates bestimmt wur-
den (Ax et al. 1988). Moderne Photometer verarheitas Messergebnis in ihrer Software

und weisen den Spermienkonzentrationswert direkt au

Das Partikelzahlgerét zeichnet sich durch einfaghedhabung, hohe Messgenauigkeit und

geringen Zeitaufwand aus (Busch et al. 1991).

Die Untersuchung fluoreszenzfarbstoffmarkierter r8pen mittels Durchflusszytometer
(,Flow Cytometer®) gilt derzeit als genaueste Mathoder Konzentrationsbestimmung der
Spermien (Christensen et al. 2004, Evenson eBaBH, Hansen et al. 2002). Genau so exak-
te Ergebnisse erzielt man mit dem Z&hlgerat Nuatem@f SP-100 (ChemoMetec, Allerod,
Déanemark), das auf einem &hnlichen Prinzip wie demDurchflusszytometrie beruht. Der
NucleoCounté? SP-100 arbeitet genau, schnell, benutzerfreundiichist gut im Routineab-
lauf einsetzbar (Hansen et al. 2002, Hansen €08I6). Diese Autoren bezeichnen die sto-
rungsfreie Mdglichkeit von Kontrollmessungen in getuten Besamungsportionen als einen

weiteren Vorteil des NucleoCountes.

Eine weitere Moglichkeit, die Dichte eines Ejakaktzu bestimmen, ist die Nutzung eines
computergestitzten Spermienanalysesystems (CA®A&)gkkichzeitig neben der Motilitatsa-

nalyse auch die Spermienkonzentration ermitteln@ea et al. 2006).

2.2.2 Mikroskopische Untersuchungen

Motilitat

Die mikroskopische Schatzung des Anteils vorwariggbicher oder motiler Spermien ist
das in der Routine am haufigsten verwendete Kuterzur Spermabeurteilung (Budworth et
al. 1987, Den Daas 1992). Das Verfahren der mikipisichen Schatzung wurde mehrmals
beschrieben (Busch et al. 1991, Kupferschmied 1983 Mindestanforderungen fur ein
konservierungstaugliches origindres Ejakulat wurdféarte von 50 % (Lague und Greig
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1987), 60 % (Busch et al. 1991), 65 % (Anzar e@D2) und 70 % (Kupferschmied 1993)
vorgeschlagen. An diesen doch sehr unterschiedlidtierten zeigen sich die beiden grol3en
Probleme dieses Testes: die subjektiven Einflusse Ischatzverfahren und der relativ ge-

ringe Vorhersagewert fir den Befruchtungserfolgdipuez-Martinez 2003).

Morphologie

Eine weitere Moglichkeit zur Beurteilung der Spezngualitat ist die morphologische Unter-
suchung. Der Anteil morphologisch veranderter Spemnim Bullensperma ist niedriger als
bei anderen Nutztierarten. Sporadisch auftretendephologische Veranderungen fuhren,
wenn der Prozentsatz abnormaler Spermien 20 % dbmischreitet, zu keiner verminderten
Befruchtungsfahigkeit (Busch et al. 1991). Die nmmijpgische Untersuchung der Sper-
maproben, die meistens durch visuelle mikroskogsBewertung im Feuchtpraparat oder
nach spezieller Anfarbung der Spermien erfolgt,vish Busch et al. (1991) und Kupfer-

schmied (1993) genau beschrieben worden.

2.2.3 Qualitatskontrolle und Beurteilung des aufgetautertiefgefrierkonservierten Bul-

lenspermas

Neben der mikroskopischen Schatzung der Spermidiitéitotverden heute nicht nur in der
Forschung moderne Methoden angewendet, die eine @blektivitdt und Genauigkeit ge-
wabhrleisten. Die Entwicklung der computergestitB&eermienmotilitdtsanalyse (CASA) und
einer Vielfalt an Fluoreszenzfarbstoffen bietet méibglichkeiten, mehr und objektivere In-
formationen Uber die Funktionalitat von origindrand konserviertem Sperma zu bekommen
(Tardif et al. 1997, Thomas et al. 1998).
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CASA-System

Um die subjektiven Schatzwerte der Spermienmadtifitd objektivieren und standardisieren,
wurde nach einem automatisiertem System gesuchtei3ten Verfahren fotografierten oder
filmten die Spermien. Die aufgenommenen Bilder veurénschliel3end vermessen und be-
wertet (Amann und Katz 2004). Spater wurde das oskopische Bild mittels Videosyste-
men aufgezeichnet und mit Computerprogrammen aealy®udworth et al. 1987). Syste-
me, welche eigenstandig die sofortige Bildanalyse Datenbearbeitung vornahmen, waren
erstmals im Jahr 1985 kommerziell erhaltlich. Sckaree Zeit spater wurde der Nutzen der
computergestitzten Spermienanalyse zur Identitingivon Umwelteinflissen auf die Sper-
mienproduktion und -funktion erkannt (Amann und K2004). Neben dem Prozentsatz ge-
samt motiler, progressiv motiler und lokal motifepermien, werden mit Hilfe des CASA-
Systems (computer assisted sperm analysis) ausichredene Geschwindigkeitsparameter,
wie geradlinige und kurvilineare Geschwindigkeielfcity straight line VSL, velocity curvi-
linear VCL) oder die Haufigkeit der Uberschreitwhgy mittleren Bahn (Beat cross frequency
BCF) erfasst (Amann und Katz 2004). Trotz starketofnatisierung bleiben die Ergebnisse
bis heute von dem Umgang mit den Proben, den Megisgeund der Programmierung der-
selben abhéngig (Holt et al. 1994).

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt ein vollautomatisés und hochgradig standardisiertes Mess-
verfahren dar. Mit ihrer Hilfe ist es mdglich, eigml3e Anzahl fluoreszenzmarkierter Zellen
objektiv und schnell auf Einzelzellebene zu untengm und in ihrem physiologischen Zu-
stand zu bewerten. Der Vorteil dieser Technik liegtler Moglichkeit, tausende Zellen in-
nerhalb von Sekunden zu analysieren, in der hoheeasitivitat im Vergleich mit einer mik-
roskopischen Beurteilung angefarbter Zellen undenMadglichkeit, verschiedene Zelleigen-
schaften simultan zu beurteilen (Gillan et al. 20B8Bham 2001, Magistrini et al. 1997). Die
Grundlagen der Durchflusszytometrie sind in mehrekéeroffentlichungen beschrieben
(Grogan und Collins 1990, Baarz 2006).
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Die Durchflusszytometrie wurde zunachst vorwieg&inddie Analyse von Blutzellen genutzt
(Grogan und Collins 1990). Seitdem Yamada et &74) die erste durchflusszytometrische
Untersuchung von Spermienzellen durchfiihrten, wundele weitere, auch auf Bullensper-
ma basierende durchflusszytometrische Untersucmngetffentlicht (Chaveiro et al. 2007,
Christensen et al. 2005b, Thomas et al. 1998) dDrehflusszytometrische Untersuchung des
Spermas spielt eine zunehmende Rolle bei der @tsldgeurteilung und bei der Vorhersage
der Fertilitat des untersuchten Spermas (Alm e2@01, Ballachey et al. 1987, Christensen et
al. 2005a, 2005b, Gillan et al. 2005)

Durch Kombination von verschiedenen Fluoreszensfaffen kdnnen mehrere Zellfunktio-
nen bzw. Zelleigenschaften gleichzeitig beurtegtrden (De Andrade et al. 2007, Ericsson et
al. 1993, Garner et al. 1997).

Zur Untersuchung des akrosomalen Status eignetf@ictlie durchflusszytometrische Mes-
sung die FITC-PNA/Propidiumiodid (PI)-Farbung. Dag Lektinen gekoppelte Fluoreszein-
Isothiocyanat (FITC) ist fiur eine selektive Fluaeszmarkierung des Akrosoms sehr gut
geeignet (Blottner et al. 1998). Was die Koppelbetiefft, hat sich ein Lektin von Arachis
hypogaea (Peanut agglutinin, PNA) besonders bewleses Lektin bindet sich selektiv an
die aul3ere Akrosomenmembran und emittiert nach raassgung aufgrund der FITC-
Markierung grines Licht (Blottner et al. 1998, Ceppind Yeung 1998, Cheng et al. 1996,
Gadella et al. 2001). Bei vitalen Spermien ist Blasmamembran, die Uber der &ufR3eren
Akrosommembran verlauft, fir FITC-PNA nicht permebfCheng et al. 1996). Propidiumi-
odid (PI) ist ein nicht membranpermeabeler Fluaastarbstoff. Eine Kernfarbung der
Spermien mit Pl gelingt nur bei geschadigter Plaserabran (Garner et al. 1994, Lichten-
stern 1995). Geschadigte Spermien weisen eine fRatfg auf. Neben Arachis hypogaea
Lektin (PNA) kommt auch Pisum Sativum Lektin (PSA)y Anwendung. Dieses Lektin bin-
det sich an die innere Seite des Akrosoms (De Aleded al. 2007, Farlin et al. 1992). Nach
Nagy et al. (2003) eignet sich die FITC-PNA/PI-kérg auch fur die Untersuchung von tief-
gefrierkonserviertem Bullensperma, welches mit miredotterhaltigen Verdinner verdinnt

wurde.

Evenson et al. (1980) entwickelten den Spermiemohtimstrukturassay (SCSAzur Erfas-
sung chromatindefekter Spermien. Seitdem wird diegerfahren sowohl bei Human- als
auch bei Tierspermien angewandt um die IntegrigitSpermachromatinstruktur zu beurtei-

len (Evenson und Jost 1994). Der SE®&ruht auf dem Prinzip, dass abnormal struktuserte
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Chromatin empfindlicher gegenuber einer physikaliscuzierten Denaturierung ist als phy-
siologisches Chromatin (Digrassi 2000). Die Methedede von mehreren Autoren genauer
beschrieben (Digrassi 2000, Evenson und Jost 1B9dnson et al. 1991, Evenson et al.
2002).

Zur Aktivitatsbestimmung der Mitochondrien wird eifrdrbung mit Rhodamin 123 ange-
wandt (Garner et al. 1997, Thomas und Garner 1¥Hdypdamin 123 wird durch die Mito-

chondrienmembran ins Innere der Mitochondrien partgert (Ericsson et al. 1993) und dort
akkumuliert (Digrassi 2000, Garner et al. 1997, df@gmnnou et al. 1997). Voraussetzung da-
fur sind lebende Zellen mit funktionsfahigen Mitocilrien (Garner et al. 1997, Ericsson et

al. 1993). Uber das Mitochondrienmembranpotentigt siese Methode nichts aus.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kbnnen auch riaa Sauerstoffspezien (ROS) nachge-
wiesen werden, die wegen der Anféligkeit von Spermmgegentiber einer Lipidperoxidation
fur deren Funktionalitat eine grol3e Rolle spiel®strovidov et al. (2000) berichteten Gber
den Nachweis von ROS mit Hilfe der Dihydrorhodah#8 (DHR)- und Dichlorofluoreszin
(DCFH)-Farbung bei lebenden Mausezellen. DHR zedgjte héhere Sensitivitdt gegenuber
Superoxidanionen und DCFH gegeniber PeroxidenDBiB und DCFH sind membranper-
meabel und fluoreszieren erst bei Oxidierung duliehin der Zelle vorhandene ROS (Halli-
well und Whiteman 2004). Nach Ohashi et al. (208#) DHR eine hohere Sensitivitat beim
Nachweis von ROS als DCFH.

Zur Bestimmung der Lipidperoxidation wurde die dilgsszytometrische Messung nach
C11-Bodipy®**°* (Bodipy)/PI-Farbung angewandt (Almeida und Ball 20®Ball und Vo
2002, Brouwers und Gadella 2003, Brouwers et &@52@rummen et al. 2004). Bodipy ist
eine Fettsaure, die in die meisten Zellmembranedrigigt und durch Oxidation das Spekt-
rum ihres emittierten Fluoreszenzlichtes vom rateden grinen Bereich verlagert (Halliwell
und Whiteman 2004, Drummen et al. 2004).
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2.3 Zusatz von Antioxidanzien zur Verringerung von oxicativem Stress

Der Begriff ,oxidativer Stress” bezeichnet eine tgete oxidative/antioxidative Balance in
Richtung Peroxidation (Sies 1993). Die Lipidperatidn wurde als eine der ersten Folgen
oxidativer Reaktionen in der Zellpathologie erkar8ie stellt ein wichtiges Phanomen eines
unkontrollierten oxidativen Stresses dar. Der axwd@aStress bzw. die Lipidperoxidation wird
durch reaktive Saurstoffspezies (ROS) induzierarfkel 1987). ROS sind hoch reaktive oxi-
dirende Verbindungen, die in die chemische Klassefietien Radikale eingeordnet werden
(Aitken und Fisher 1994).

Wie alle lebenden Zellen mit aerobem Stoffwechgeinen auch Spermien ROS produzieren
(Aitken und Clarkson 1987, Ball et al. 2001b, Béad et al. 2000, O Flaherty et al. 1999,
Rivlin et al. 2004, Sreejith et al. 2006). Unteypiologischen Bedingungen werden am meis-
tens ROS wahrend der Reaktionen der AtmungskettennMitochondrien gebildet. Die ROS
spielen eine physiologische Rolle bei der Spermagakitation und der Akrosomreaktion (De
Lamirande und Gagnon 1993, De Lamirande et al. 1@@veau et al. 1995, O Flaherty et al.
1999, 2003, Rivlin et al. 2004, Sreejith et al. @0Auf der anderen Seite hat eine Vermeh-
rung der ROS bei geschéadigten Spermien (Ball é2Qfl1b) oder nach einer Kontaminierung
mit Leukozyten (Aitken und West 1990, Baumber et28l00) einen schéadlichen Effekt auf
die Spermienfunktion. Vor allem wird durch die Wirlg der ROS die Motilitat und Viabili-
tat der Spermien beeintrachtigt (Armstrong et 809, Baumber et al. 2000, 2003, Bilodeau
et al. 2000, Brouwers und Gadella 2003, De Lamigamttl Gagnon 1992).

Spermien sind gegenuber ROS-Aktivitat besonderdiadigh, weil sie eine hohe Konzent-
ration an ungesattigten Fettsauren haben (Stor@y)18ls Folge der Lipidperoxidation ver-
liert die Spermienmembran ihre Fluiditat und Int&grund so wird die Befruchtungsfahigkeit
der Spermien beeintrachtigt (Storey 1997). In demnandrologie geht man davon aus, dass
die ROS eine grol3e Rolle bei des ménnlichen Imféttispielt (Aitken 1995, Iwasaki und
Gagnon 1992, Koca et al. 2003).

Neben Membranschdden kann der oxidative Stress @clchden an der DNA verursachen
(Aitken et al. 1998, Baumber et al. 2003, Twig@letL998).

Das Seminalplasma enthalt verschiedene Antioxidemzalie den ROS entgegenwirken. Die

wichtigen antioxidativen Systeme sind die EnzymeeBaxiddismutase (Aitken et al. 1996,
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Alvarez et al. 1987, Nissen und Kreysel 1983), {aata(Jeulin et al. 1989) und Glutation-
Peroxidase/Reduktase (Alvarez und Storey 1989)iaifen gibt es eine Reihe von anderen
chemischen Verbindungen, die SuperoxiddismutagebjSund Catalase-anliche Aktivitaten
haben. So sind z. Bi-Tocopherol, Ascorbinséure, Glutathion, Pyruvat (2enirande und
Gagnon 1992), Taurin oder Hypotaurin und Albumilvékez und Storey 1983).

Intrazellulare Antioxidanzien koénnen die Zellmentpralie das Akrosom und den Sper-
mienschwanz umgibt, nicht schitzen, was die Zellngt sich ganz auf die antioxidativen

Eigenschaften des Seminalplasmas zu verlassenatiasd Gagnon 1992).

Wahrend der Verarbeitung des Spermas wird das &fptasma verdinnt und so die antioxi-
dative Protektion drastisch reduziert. Bullenspermsind nach Bilodeau et al. (2000) ohne
den Schutz von Seminalplasma mit wenigen natlumichetioxidanzien ausgestattet. Durch
die Gefrierkonservierung des Spermas steigen di8-Bilung und zugleich auch die Sper-
mienschéden an (Ball et al. 2001a, Ball und Vo 2@ibdeau et al. 2000, Brouwers und
Gadella 2003, Chatterjee und Gagnon 2001, Moraai. &004, Neild et al. 2005). Der Kryo-
konservierungsvorgang reduziert deutlich die Akdivder Superoxiddismutase und des Glu-
tathion (Bilodeau et al. 2000).

Aus diesen Griunden werden seit langerem im Rahraeaohnservierung von Bullensperma
mit der Zufuhr von Antioxidanzien von aul3en Versiclurchgefuhrt, um den Verlust an an-
tioxidativer Kapazitat auszugleichen. Die am meisténgesetzten Antioxidanzien sind die,
welche die ROS-Bildungskaskade unterbrechen kéribes. kann durch den Einsatz van

Tocopherol, Ascorbinsaure oder Thiole geschehelodBau et al 2001, Sehner 2005).

Durch den Zusatz von verschiedenen Thiolen beiedatdem Bullensperma konnte wéahrend
einer sechsstiindigen Inkubation bei 38,5 °C eirtee hdotilitatsrate aufrechterhalten werden
(Bilodeau et al 2001). Der Zusatz von Antioxidanzkennte die Wirkung des durch Wasser-

stoffperoxyd (HO,) induzierten oxidativen Stresses vermindern (Bibd et al 2001).

In weiteren Versuchen konnten Bilodeau et al. (20fgen, dass ein eidotterhaltiger Ver-
danner im Vergleich zum Referenzmedium Tyrode esignifikant geringeren Schutz gegen
oxidativen Stress bietet. Ein Zusatz von 5 U/mlalzete reichte aus, um den Motilitéatsverlust
durch induzierten oxidativen Stress zu beseitifpabei zeigte Catalase aus dem Eileiter eine
bessere Wirkung als Catalase aus der Leber (Biloeeal. 2002).
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Borges et al. (2004) kamen zu dem Ergebnis, dasZuatz von Vitamin E und Vitamin C
zum Verdunner die Motilitat der Spermien gleich maem Auftauen nicht signifikant ver-
bessert. Signifikante Unterschiede zwischen Kohtroind Behandlungsvariante Vita-

min E + C traten erst nach einer 120-minutigen baionszeit ein (Borges et al. 2004).

Foote et al. (2002) untersuchten in einer gro3&tewlie Uber 250 Kombinationen von ver-
schiedenen Antioxidanzien und Konzentrationen verigkidanzien als Zusatz zum Frisch-
sperma und zum gefrierkonserviertem Sperma. Sieekaan dem Ergebnis, dass der Zusatz
von Antioxidanzien eine Verbesserung der Spermiegiitab bringt. Auf die Fertilitat des
Bullenspermas hatten die Antioxidanzien keinen IEs¥. Da der Vollmilchverdinner eine
grol3e Menge Kasein beinhaltet, die als Antioxidgitiz wird der Zusatz von Antioxidanzien

nur bei eidotterhaltigen Verdinnern empfohlen (Eaatal. 2002).

Gérard et al. (2006) testeten 36 Substanzen netreentioxidativem Wikungsspektrum. Da-
von zeigten vier eine schutzende Wirkung gegen btyeinperoxid. Diese vier Substanzen
wurden in verschiedenen Konzentrationen bei frisohd gefrierkonserviertem Bullensperma
getestet. Durch Zusatz von Antioxidanzien konnten Motilitdtswerte der Spermien nach
vier Tagen bei Frischsperma bzw. nach dem Auftdaesrgefrierkonserviertem Sperma ver-
bessert werden. Vor allem wurde die Geschwindigteit Spermien deutlich erhdht (Gérard
et al. 2006). Im Feldversuch der gleichen Autoramden die Ergebnisse der Non-Return-
Rate (NRR) des Frischspermas durch Zusatz von Xdaozien signifikant verbessert. Beli
gefrierkonserviertem Sperma wurde durch ZusatzAwtioxidanzien die NRR bei zwei von
funf Bullen verbessert, bei einem blieb sie glaicil bei zwei Bullen verschlechterte sie sich
(Gérard et al. 2006). Auf der Basis dieses Verssioterde das Produkt Oxyffée Premix
von der Firma IMV (L"Agle, Frankreich) entwickeNergleichbare Ergebnisse prasentierte
die gleiche Arbeitsgruppe (Gérard et al. 2007) &hr spater unter Verwendung des O-

xyfree® - Premix.

Der Zusatz von Antioxidanzien wurde unter anderarchabei Pferde- (Almeida und Ball
2005, Ball et al. 2001a, Baumber et al. 2005), Sak- (Santiani et al. 2004, Stefanov et al.
2004), Eber- (Breininger et al. 2005) und Hundes@efMichael et al. 2007) angewandt.
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2.4 Zusammenhange zwischen den spermatologischen Paraer® und der Fertilitat

RoutineméaRige Laboruntersuchungen des Spermasditeimiim Allgemeinen die subjektive
Schatzung der Spermienmotilitéat und die Ermittluley Spermienkonzentration. Haufig fin-
det auch noch der Anteil morphologisch normalerr®pen Beachtung. Diese Parameter sind
nicht nur fur eine Vorhersage der Fertilitdt, sandauch fir die ldentifizierung subfertiler
Ejakulate (Christensen et al. 1999, Gadea et &4P0ngenau und unzureichend. Diese Un-
tersuchungen mussten mindestens am eingesetztamBegssperma vorgenommen werden
und haben nur eine limitierte Aussagekraft Gbervdir&liche Fertilitat des Spermas (Rodri-
guez-Martinez 2003). In den letzten Jahren kommaner haufiger neue Methoden zum
Einsatz, mit denen das Sperma objektiver und genmiersucht werden kann. Dazu gehoren
z. B. die computergestitzte Motilitatanalyse (Dawisl Katz 1992, Holt et al. 1994) oder die
Durchflusszytometrie (Ericsson et al. 1989, Gareeml. 1994, 1997, Januskauskas et al.
2001). Mit Hilfe dieser neuen Methoden wird einitag Spektrum funktioneller Parameter
der Spermien untersucht und nach moglichen Zusaimmamgen zur Fertilitdt gesucht. Solche
sind z. B. die Viabilitat der Spermien (Alm et 2001), der akrosomale Status (Blottner et al.
1998) und der DNA-Status (Ballachey et al. 1987Wud&auskas et al. 2001).

Die Bemuhungen, anhand von spermatologischen PaamRluckschlisse auf die Frucht-
barkeit eines Vatertieres zu ziehen, sind zahlreizile Ergebnisse dieser Untersuchungen

stehen z. T. im deutlichen Widerspruch zueinanBaltissen 2007).

Korrelationen zwischen Parametern der Spermienitdotind der Fertilitat in vivo wurden in
vielen Untersuchungen bestimmt, entweder subjekinch Schatzung des Anteils vorwarts-
beweglicher Spermien oder objektiv mit Hilfe des &M Systems. Die Ergebnisse variieren
jedoch sehr stark. Die subjektiv geschatzte Spenmagilitét zeigte nicht immer eine signifi-
kante Korrelation zu der Fertilitat (Amann 1989,d8cguist et al. 1991). Dagegen fanden
andere Autoren signifikante Zusammenhénge zwisdaenbeiden Parametern (Kjaestadt et
al. 1993, Januskauskas et al. 2002, 2003). ZwisdeemMotilitat der Spermien, die mit dem
CASA-System erfasst wurden, und den Befruchtungdergsen wurden von einigen Auto-
ren auch signifikante Zusammenhange gefunden &ahi 2007, Budworth et al. 1987, Far-
rell et al. 1998, Gillan et al. 2008, Januskausitaal. 2001, 2003, Padrik und Jaakma 2004).
Einige Autoren fanden Zusammenhéange zwischen délitae und speziellen Parametern der

Motilitdt, die nur mit Hilfe des CASA-Systems ersasvurden. Diese sind die Linearitat der
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Spermienbewegung (Linearity) und verschiedene Speegeschwindigkeiten wie Velocity
average path (VAP) oder Velocity straight line (JSGillan et al. 2008, Farrell et al. 1998,
Hallap et al. 2004). H6here Zusammenhange undleesere Vorhersage der Fertilitat wur-
den durch Kombination von mehreren Parametern deSACSystems (Farrell et al. 1998)
oder von Motilitatsparametern und anderen Quaptitsmetern der Spermien erreicht (Ja-
nuskauskas et al. 2001). Eine Reihe von anderearédwtfand dagegen keine signifikanten
Zusammenhange zwischen Motilitatsparametern dern8pe und der Fertilitat (Brandt
1999, Graham 1994, Volz 1990).

Ein anderer Parameter, der einen Zusammenhangeztilit& des Bullenspermas zeigte, ist
die Plasmamembranintegritat der Spermien (Ericetoa. 1993, Januskauskas et al. 2001,
2003, Kasimanickam et al. 2006). Baarz (2006) untdvin et al. (2004) fanden dagegen
keine bedeutsamen Zusammenhdnge zwischen der PRiasnfmamintegritat der Spermien

und der Fertilitat.

Gill et al. (2000) und Thundathil et al. (1999) ibhteten tber niedrige, aber signifikante Zu-
sammenhange von nicht akrosomkapazitierten Speraueder Fertilitdt des untersuchten
Bullenspermas. Dagegen konnten weder Cumming (1866h Brahmkshtri et al. (1999)

eine signifikante Korrelation des Anteils akrosotakier Spermien mit der Fertilitat feststel-

len.

Die durchflusszytometrische Beurteilung der Chronsatktur der Spermien (SCSAwar
auch einer der Parameter, der mit der Fertilitétetiert (Ballachey et al. 1987, Evenson et al.
1994, Januskauskas et al. 2001, 2003, Kasimaniekai 2006). Andere Autoren wie Hallap
et al. (2005) und Madrid-Burya et al. (2005) fandgegen keine direkten Zusammenhange

zwischen diesen Parametern.

Verschiedene Autoren (Graham 2001, Rodriguez-Mezt2003) stellten fest, dass die Uber-
prufung nur eines Parameters zur prazisen Beuntpitier Fertilitat von Sperma nicht aus-

reicht. Deshalb versuchten viele Autoren mehresrrsptologische Parameter zu kombinie-
ren und mit Hilfe einer multilinearen Regressiordgse grolere Zusammenhange zu der
Fertilitdt des Spermas festzustellen und eine besgerhersage der Fertilitdt des untersuch-

ten Spermas zu erreichen.

Zusammenfassend konnte in den angefuhrten Stueesigy werden, dass einzelne sperma-

tologische Parameter unterschiedlich hoch mit d@RNkorrelieren. Die Motilitéat stellt dabei
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das am haufigsten untersuchte Merkmal dar. SeiEddiihrung der CASA-Gerate wurden
auch zunehmend weitere kinetische Parameter Basthddr Untersuchungen. Auch durch-
flusszytometrische Untersuchungen werden immeriggubei der Beurteilung des Spermas

angewandt. Der Aufbau der einzelnen Arbeiten uokeesl sich zum Teil sehr deutlich.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere und Versuchssperma

Zur Gewinnung des Versuchsspermas standen insgedamullen des Besamungsvereins
Neustadt a. d. Aisch e.V. (BVN) zur Verfigung. Estielte sich um geprufte und ungeprifte
Bullen der Rasse Deutsches Fleckvieh und DeutsGedsvieh im Alter zwischen 2 und 11
Jahren. Die Bullen wurden unter einheitlichen, deezifischen Anforderungen der Besa-
mungsbullenstation entsprechenden Bedingungen tgaehahd gefittert. Die Tiere zeigten
ein ungestortes Allgemeinbefinden und wiesen k8@aeualstérungen oder Erkrankungen der

Geschlechtsorgane auf.

Die Bullen wurden zwei bis dreimal pro Woche zure®pagewinnung herangezogen. Der
Samenentnahmerhythmus war bullenabhéngig. Er weodeder Laborleiterin und dem Ab-
teilungsleiter Tiergesundheitsdienst unter Berldksjung individueller Eigenheiten und des

Spermabedarfs bestimmit.

Die Besamungsversuche wurden nur mit Besamungsdaserzuchtwertgepriften Bullen

durchgeflnhrt.

3.2 Grundsatzliche technologische Ablaufe der Gefrierknservierung von Bullen-

sperma in der Besamungsbullenstation Neustadt a. éisch

3.2.1 Spermagewinnung

Aus hygienischen und sicherheitstechnischen Grimdede die Spermagewinnung im soge-
nannten Sprungraum durchgefuhrt. Fir den Aufsprstagnden Unterstellbullen oder ein
Phantom zur Verfigung. Die Spermagewinnung wurdeh naehreren ,Blindspringen®

durchgeflhrt.
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Fur die Spermagewinnung wurde eine kunstliche VadiKV), Modell ,Neustadt/Aisch®
(Muller, Nurnberg, Deutschland) eingesetzt. Die KMrden in einem Vaginenraum aufbe-
wahrt, gewaschen, sterilisiert und vor der Nutzimginem Brutschrank auf 40-42 °C vorge-
warmt. Die Innentemperatur der KV wurde mit auf°@2erhitztem Wasser gewahrleistet.
Um die Stimulation zu optimieren, wurde zusatzllakft Gber ein Ventil in die kinstliche
Scheide eingeblasen. Die Offnung und etwa das &mstel der inneren Wand der Vagina

wurden mittels Vaseline gleitfahig gemacht.

Das Sperma wurde in einem EinwegkunststoffrohraiMinitiib, Tiefenbach, Deutschland)
aufgefangen, welches an der KV befestigt war unéimem Schutzmantel steckte. Nach der
Spermagewinnung wurde das Rdhrchen von der KV galis in ein auf 32 °C eingestelltes
Temperiergerat (Kugelbad, Minittib, Tiefenbach, Bebtand) gestellt.

Die eindeutige Identifikation des Ejakulats bzws deerdiinnten und portionierten Spermas
wurde von dessen Gewinnung bis zur Lagerung durehiadividuelle Sprungkarte gewahr-
leistet, die auch zur Dokumentation der zeitlicAdtéufe diente.

3.2.2 Spermabeurteilung

Im Anschluss an die Samengewinnung erfolgte diegrBaleeurteilung der gewonnenen Eja-
kulate. Zunachst wurden visuell die Farbe, Konaistend Beimengungen bestimmt. Weiter-

verarbeitet wurden nur die Ejakulate, die frei @ohmutz, Harn oder Blut waren.

Das Ejakulatvolumen wurde mit einer Laborwaage (Kgon 527, Mettler-Toledo, Gielien,
Deutschland) bestimmt. Zur Vereinfachung wurde daaasgegangen, dass die durchschnitt-

liche Dichte von Bullensperma 1,0 g/cm3 betragt.

Der prozentuale Anteil vorwartsbeweglicher Spernimeroriginaren Sperma wurde durch die
subjektive Schatzung des erfahrenen Laborpersemnaditelt. Dafiir fand ein Mikroskop mit

beheizbarem Objekttragertisch und mit positivemsehkontrast (Dialux 20, Leitz, Wetzlar,
Deutschland) bei einer Gesamtvergréf3erung von 38aWw&hdung. Fur die Beurteilung wur-
den zwei kleine Tropfen des Ejakulates auf einergemwarmten Objekttrager (37 °C) mit

Hilfe einer Eppendorf-Pipette (Eppendorf, Hambubgutschland) aufgebracht und mit je
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einem Deckglaschen (18 x 18 mm) abgedeckelt. Egadurhit Schatzwerten unter 60 % wur-

den nicht weiterverarbeitet.

Bei einigen Versuchen wurde die Spermienmotilidbiiginarem Sperma auch mit Hilfe der
computergestitzten Motilitatsanalyse (CASA) unteinsu Dazu wurde das Messsystem
SpermVisioff (Minitiib, Tiefenbach, Deutschland, siehe Pkt.8.4erwendet.

Die Spermienkonzentration der Ejakulate wurde miteHeines Photometers (SMD 5, Pro-
gramm 4, Minitub, Tiefenbach, Deutschland) bestinumd in Milliarden pro Milliliter ange-
geben. Das Sperma wurde dazu mit 0,9 %iger NaQlhgsm Verhaltnis 1:100 in den Ein-
wegkivetten des Photometers verdiinnt. Um Messfeblgermeiden, wurde darauf geachtet,
dass die AuR3enseite der Pipettenspitze der veriemé@gpendorf-Pipette mit einem Einweg-

Reinigungstuch sorgfaltig gesaubert wurde.

3.2.3 Spermaverdinnung und -gefrierkonservierung

Fur die Verdinnung der Ejakulate wurden je nachsMensvariante der eidotterhaltige Ver-
dunner Trilady? (Minitiib, Tiefenbach, Deutschland) oder der eidtitese Verdiinner BioX-
cell® (IMV, L Aigle, Frankreich) herangezogen. Die Vemiing des Spermas erfolgte in
zwei Schritten. Zunachst wurden die untersuchteakiate bzw. Teilejakulate (falls Split-
Sample-Verfahren) in einer Verdiinnungsflasche it (konstante Verdiinnermenge) auf
32 °C vorgewarmtem Verdunner vorverdinnt. Anscldrel3wurde diese Flasche in ein 23 °C
warmes Wasserbad umgesetzt. Zwanzig Minuten nactSdermagewinnung erfolgte bei
23 °C die Endverdinnung auf die gewiinschte Spekuoreentration. Die noch erforderliche
Verdinnermenge wurde einem Verdunnervorratsgefa,adf 23 °C temperiert war, ent-
nommen, in einem Standzylinder abgemessen unddangs die Verdiinnungsflasche gege-
ben. Das nun ausverdiinnte Sperma wurde in derhlessenen Verdiunnungsflasche durch
dreifaches vorsichtiges Schwenken (180 °) gemisabtzur Aquilibrierung in das Kiihlkabi-

nett verbracht.

Die Aquilibrierungszeit betrug mindestens 3,5 Semdnnerhalb dieser Zeit kiihlte das ver-
dinnte Sperma von 23 °C auf 4 °C ab. Fir einzekersiythe wurde je nach Versuchsschema

die Aquilibrierungszeit verkiirzt oder verlangert.
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Nach der Aquilibrierungsphase fanden das Abfiilléanfektionieren) des verdiinnten Sper-
mas in Pailletten (Typ Mini Paillette, Einheit 0,28, IMV, L Aigle, Frankreich) und die
Kennzeichnung (Bedrucken) der Pailletten statt. Bbgillen der Besamungsportionen er-
folgte mit der auf 4 °C temperierten und im Kihlikedit stehenden Abfillmaschine MRS 3
(IMV, L Aigle, Frankreich) mit integriertem Inkjedbrucker Domino A200 (Domino, Mainz-
Kastel, Deutschland). Nach dem Abfullen wurden Balletten auf Rampen aufgelegt und
visuell kontrolliert. Das Einfrieren der Besamungtfpnen erfolgte im Stickstoffdampf bei
-95 °C fur 8 Minuten. Dazu wurden Einfriergerate &@ma Nifa (Holland) verwendet, wel-
che mit einer konstanten Einfriertemperatur arlpeiteie Einfriergerate wurden mit acht
Rampen beschickt. Danach wurden die Paillettenugédaveise in fliissigen Stickstoff tber-
fuhrt und bei -196 °C in einem Biocontainer gelagBas gefrierkonservierte Sperma wurde
zur Vermeidung seuchenhygienischer Risiken einar@uane von 30 Tagen unterzogen und
priméar im sogenannten Quarantanecontainer gelayarEnde der Quarantanezeit wurde das
Sperma in die reguléaren Depot-Container umgelagaitspater an die Aul3enstellen zur Be-

samung versandt.

3.3 Versuchsansatze

Die eigenen Studien gliederten sich in die vietfielgend aufgefiihrten Abschnitte:

« Analyse der Homogenitat von Besamungsportionensekfjakulats aus der Routinepro-

duktion hinsichtlich Spermienzahl und Spermaquialita
* Beobachtung variierender Temperatur- und Zeitre@mialer Spermaaufbereitung
* Untersuchung eines Antioxidanzienzusatzes bei germsakonservierung

* Experiment zur Fertilitatsprognose fur gefrierkangste Bullenspermien
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3.3.1 Untersuchung der Homogenitat von Besamungsportionegleicher Ejakulate hin-

sichtlich Spermienzahl und Spermaqualitat

3.3.1.1 Vorversuch zum Sedimentationsverhalten von Bullengrmien im verdinnten

Sperma

Im Rahmen eines Vorversuchs wurde zur Charakteuisie des Sedimentationsverhaltens

von Bullenspermien in den verschiedenen PhaserSpermaaufbereitung folgende Verfah-

rensweise gewabhilt:

Das Bullensperma wurde entsprechend der in der B8%tadt a. d. Aisch ublichen
Verfahrensweise fur die Gefrierkonservierung awgliet (siehe Pkt. 3.2). Diese Ver-
fahrensweise beinhaltet u. a. die Konfektionierdieg verdinnten Spermas erst nach
der Aquilibrierung. Damit steht bis zu dieser Phdse Spermaaufbereitung eine rela-
tiv groRe Menge verdiinnten Spermas zur Verflgung.Aguilibrierung erfolgt uber
160 Minuten bei 4 °C. Dies ist insbesondere detrdam, in dem die immobilisierten

Spermien sedimentieren kénnen.

Als Konservierungsmedium wurde in der ersten Véisserie der eidotterhaltige
Verdiinner Trilady? und in der zweiten Versuchsserie der eidotterfeediinner Bi-

oXcell® verwendet. Das Sperma wurde zweistufig so verdidass 14 Mio. Ge-
samtspermien/Paillette resultierten. Die Spermaaeftung erfolgte jedoch nur bis
zum Ende der Aquilibrierungsphase. In beide Verssehien wurden jeweils fiinf

Ejakulate einbezogen, die von drei FleckviehbuiEammten.

Fur die Spermaaufbereitung wurde das originarerSapegeteilt. Bei Teil | erfolgte das
Vermischen nach Zugabe des Verdinners bzw. nacAgielibrierung durch fiinfma-

liges Schwenken eines verschlossenen Verdunnursgsgldei Teil Il wurde das
Durchmischen mittels Magnetrithrer (Speed$aféWR, Darmstadt, Deutschland)

(funfminutiges Ruhren) durchgefinhrt.

Bei der Spermaaufbereitung wurden fiir die Endvemdiig und die Aquilibrierung
Messzylinder (50 ml) als Verdinnungsglaser verwendie aufgrund ihres Durch-

messers eine Beflllhdhe ermdoglichten, die der m d@lglichen Verdinnungsglasern
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fur die Vorverdinnung entsprach. Nach der Vorvending wurde das Sperma umge-
schittet.

Aufgrund der vergleichbaren Beflillhéhe war es nabglimit Hilfe einer markierten
Paillette und angeschlossener Spritze aus dem mbeitleren und unteren Bereich
der Verdinnungsglaser (,Sedimentations-Messzylindiefinierte Proben zur Sper-

mienkonzentrationsbestimmung zu entnehmen.

Die Probenentnahme erfolgte in folgenden PhaseBpemmaaufbereitung:
= Vorverdinnung, unvermischt, ca. 15 min. bei 23 °C

= Endverdinnung, vermischt bei 23 °C

= Agqulibrierung tiber 160 min. bei 4 °C, ohne Mischung

= Agqulibrierung Gber 160 min. bei 4 °C, mit Mischung

In der Triladyf-Variante wurde die Spermienkonzentration mitteilEKammer aus-
gezahlt. In der BioXcefkVariante, bei welcher keine stérenden Eidotteifoairtvor-
handen waren, erfolgte eine indirekte Bestimmuntefsi photometrischer Messung.
Bei dieser Messung wurde nur der Extinktionswegtsteiert.

3.3.1.2 Versuch 1 - Einfluss von Konfektionierungsablauf, érdinner und Verdin-

nungsgrad

Zielstellung des Versuchs 1 war die Kontrolle d@ei®nienzahlen pro Paillette und der

Spermagqualitat in Pailletten aus dem RoutineabtenfSpermaproduktion. Dazu wurden in

zwei Versuchsserien je 10 Ejakulate von funf Fléeklullen und einem Gelbviehbullen ein-

bezogen.

Von den Ejakulaten wurden zu folgenden Zeiten wéthier Konfektionierung je 15 Paillet-

ten entnommen und getrennt gelagert sowie untetsuch

am Anfang der Konfektionierung

nach ca. einem Drittel der Konfektionierung

nach ca. zwei Dritteln der Konfektionierung
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* am Ende der Konfektionierung
Weiterhin waren folgende Varianten in den Versuadb&zogen:

« Verwendung des eidotterhaltigen Verdiinners Trifdylersuchsserie 1) und des eidot-

terfreien Verdiinners BioXcéll(Versuchsserie 2)

* Anwendung von zwei Verdinnungsgraden in jeder \grsserie, so dass 14 und 7 Mio.

Spermien pro Paillette resultierten

Die Spermaproduktion erfolgte unter den Routinetgaingen der BBS Neustadt a. d. Aisch
(siehe Pkt 3.2). Nach der tblichen Untersuchungodgmaren Spermas wurde jedes Ejakulat
geteilt und mit dem Verdinner der jeweiligen Vermserie vorverdinnt. Die zweistufige

Verdinnung ergab bei einer Halfte 14 Mio. Gesanta@n pro Paillette, die andere Halfte

enthielt 7 Mio. Gesamtspermien pro Paillette. Dnfektionierung des verdinnten Spermas
wurde nach einer Aquilibrierungszeit von ca. vieurslen bei 4 °C durchgefiihrt. Pro Varian-

te wurden mindestens 300 Pailletten konfektioniBdbei erfolgte entsprechend des oben
angefuhrten Schemas die Absonderung von Paillatierdann separiert eingefroren wurden.
Das Einfrieren erfolgte mit allen anderen Charges Hjakulats.

Fur die Laboruntersuchungen wurden jeweils dreidan pro Variante in einem Wasserbad
bei 38 °C fur zehn Sekunden aufgetaut. Die Pagihdtthalte wurden vereinigt, gemischt und
bei 37 °C inkubiert.

Die gleiche Vorgehensweise beim Auftauen wurdeafigr weiteren Versuche tibernommen.
Es wurden folgende Untersuchungen durchgefuhrt:

- Ermittlung der Spermienkonzentration in aufgetaut8perma mittels Zahlkammer
Thom& neu (siehe Pkt. 3.4.1)

- Computergestitzte Motilitatsanalyse, 30 und 120utéin nach dem Auftauen (siehe
Pkt. 3.4.4)

- Ermittlung des Prozentsatzes lebender Spermieaktiiten Mitochondrien, 30 Minu-
ten nach dem Auftauen mittels durchflusszytomdtescMessung (PAS, Partec,
Munster, Deutschland) nach Anfarbung der Spermié@nRiodamin/Propidiumiodid
(siehe Pkt. 3.4.5.2)
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3.3.2 Untersuchungen zum Temperaturregime und zu den Zedtblaufen bei der Sper-
maaufbereitung von der Phase der Spermaverdinnungi® zur Phase des Ein-

frierens

In diesem Abschnitt wurden die Einflisse verschiedelemperaturregime von der Verdin-
nung des Spermas bis zum Einfrieren, verschiedéoefektionierungsregime und der Aqui-
librierungsdauer auf die Spermaqualitat nach denftafien untersucht. Dafir wurde das
Sperma von vier Fleckviehbullen, zwei mit (empinisiestgestellten) guten Einfriereigen-
schaften und zwei mit schlechten Einfriereigengeimafuntersucht. Von jedem Bullen wur-

den zwischen vier und fiinf Ejakulate verwendet.

Das Sperma wurde fur alle Versuche dieses Abselsnithter Routinebedingungen mit dem
eidotterhaltigen Verdiinner Triladylauf eine Endkonzentration von 12 x°®IBesamtsper-

mienzahl pro Paillette verdinnt.

Das Untersuchungsmaterial wurde hinsichtlich dezr@genmotilitat mittels CASA-System
SpermVisioff 30 und 120 Minuten nach dem Auftauen (siehe P&t4Buntersucht.

Fur den Versuch 4 wurden folgende weitere Untensngén durchgefihrt:

- Spermienmotilitdt im Rahmen eines Thermoresistasizteei 37 °C Uber einen Zeit-

raum von drei Stunden (siehe Pkt. 3.4.3)

- Akrosomstatus, durchflusszytometrische Messung c€EML®, Beckmann-Coulter,
Krefeld, Deutschland) mittels FITC/PNA/PI — Farbysgehe Pkt. 3.4.5.1)

- Mitochondriale Aktivitat der Spermien, Rhodamin/Bidiumiodid — Farbung, durch-
flusszytometrische Messung (PAS, Partec, Munsteutgzhland) (siehe Pkt. 3.4.5.2)

Die Temperaturverlaufe wurden Variantenweise aiichdie Versuche 2 und 3 erfasst (Dru-
ckermeRgerat Almenfov/s, Minitiib, Tiefenbach, Deutschland).
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3.3.2.1 Versuch 2 - Einfluss von unterschiedlichen Bedingugen bei der Zweitverdin-

nung auf die Spermaqualitat

Im Versuch 2 wurde untersucht, welchen Einfluss Thenperatur bei der Zweitverdiinnung
des Spermas auf die Vitalitdt der Spermien nach Aaeftauen hat. Jedes Ejakulat wurde in

drei Teile geteilt und wie folgt aufbereitet:
- Variante A (BVN — Standard, siehe Pkt 3.2)

Nach der Erstverdinnung bei 32 °C wurde das prierdiinnte Sperma 15 Minuten bei 23 °C
gehalten, dann erfolgte die Zweitverdinnung bei@3Das verdinnte Sperma wurde insge-
samt 210 Minuten bei 4 °C inkubiert. Anschliel3entyten die Konfektionierung des Sper-

mas bei 4 °C und das Einfrieren in Stickstoffdampf.
- Variante B (Zweitverdinnung bei Raumtemperatur)

Nach der Erstverdiinnung bei 32 °C wurde das prigrdiinnte Sperma 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, dann erfolgte die Zwedée@nung bei Raumtemperatur (ca.
21 °C). Das verdunnte Sperma wurde insgesamt 21uteh bei 4 °C gehalten. Anschlie-
Rend folgten die Konfektionierung des Spermas b¥ 4ind das Einfrieren in Stickstoff-

dampf.
- Variante C (Zweitverdiinnung mit Verdinner von 4 °C)

Nach der Erstverdiinnung bei 32 °C wurde das prierdiinte Sperma 15 Minuten bei Raum-
temperatur gehalten, dann erfolgte die Zweitverdingnmit Verdinner von 4 °C. Das ver-
dinnte Sperma wurde insgesamt 210 Minuten bei #hRGbiert. AnschlieRend folgten die

Konfektionierung des Spermas bei 4 °C und das ienefin in Stickstoffdampf.

3.3.2.2 Versuch 3 — Einfluss von unterschiedlichen Bedinguren der Aquilibrierung

und des Konfektionierungszeitpunktes auf die Sperngualitat

Im Versuch 3 wurde der Effekt des Abkuhl- und demtektionierungsregimes auf die Sper-

mienvitalitat Uberprift.
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Erst- und Zweitverdiinnung des Spermas erfolgteh BAMN — Standard, Versuch 2, Varian-
te A). Danach wurde das ausverdinnte Sperma inAaganten wie folgt weiter aufbereitet:

- Variante A (BVN — Standard, Konfektionierung nactullibrierung)

Verdunntes Sperma wurde insgesamt 210 Minuten B€idehalten, dann erfolgten die Kon-

fektionierung bei 4 °C und anschlie3end das Eirdrie
- Variante B (Zwischentemperierung, Konfektionieruragh Aquilibrierung)

Verdunntes Sperma wurde 60 Minuten bei 16 °C ursdtdie3end noch weitere 150 Minuten

bei 4 °C gehalten, dann erfolgten die Konfektiomgy bei 4°C und das Einfrieren
- Variante C ( Konfektionierung vor Aquilibrierung)

Nach der Zweitverdiinnung wurde das Sperma 15 Minb& Raumtemperatur gehalten und
dann bei Raumtemperatur (ca. 21 °C) konfektioneeais konfektionierte Sperma wurde fur

210 Minuten bei 4 °C gehalten und dann eingefroren
- Variante D (Zwischentemperierung, Konfektionierwag Aquilibrierung)

Nach der Zweitverdiinnung wurde das Sperma bei Rampdratur (ca. 21 °C) gehalten und
dann konfektioniert, das konfektionierte Spermadeufir 60 Minuten bei 16 °C und an-

schlieBend weitere 150 Minuten bei 4 °C gehaltanndvurde es eingefroren.

3.3.2.3 Versuch 4 — Einfluss von Aquilibrierungsdauer auf de Spermaqualitat

Im Versuch 4 wurde untersucht, welche Aquilibriggstauer vorteilhaft fir die Vitalitatspa-

rameter der Spermien nach dem Auftauen ist.

Fur Versuch 4 wurden nur die Ejakulate verwendenh genen tber 700 Pailletten produziert
werden konnten. Das Sperma wurde nach BVN — Stdn@&ehe Versuch 2, Variante A)

aufbereitet. Das gesamte verdinnte Sperma wurdenrVerdiinnungsglasern bei 4 °C aqui-
libriert. Nach ein, zwei, drei, vier, funf, 24, 28id 48 Stunden wurden Anteile enthommen,

konfektioniert und eingefroren.
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3.3.3 Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitatsp arametern nach Zusatz von

Oxyfree® Premix zum Verdiinner

Ein neu auf den Markt gebrachter und bislang weejgtfter kommerzielle Verdiinnerzusatz
ist das Oxyfree Premix(IMV, L Aigle, Frankreich). Es enthalt Antioxidaien und soll die

Fertilitdt des Bullenspermas férdern. Die genausadumensetzung ist nicht publiziert. Um
zu Uberprifen welchen Einfluss der Verdiinnerzuaat das konservierte Bullensperma hat

wurde das OxyfréePremix in mehreren Versuchen getestet.

Als Vorversuch wurden sechs Ejakulate im Laborvehnsgetestet. Die Ejakulate wurden von
funf Fleckviehbullen gewonnen. Das Sperma wurd&pht-Sample-Verfahren mit und ohne
Zusatz von Oxyfre® mit Triladyl®~Verdiinner auf 15 x f0Gesamtspermien pro Paillette
verdiinnt. Die Menge an Oxyfré®remix entsprach den Herstellerangaben (25 m2&0 nl
Verdinner). Die Spermaqualitdt wurde nach dem Awftamittels CASA-System SpermVi-
sior® (siehe Pkt. 3.4.4) 30 und 120 Minuten nach dentaAigin bewertet.

3.3.3.1 Versuch 5 - Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitaitsparametern nach

Zusatz von Oxyfre€ Premix zu den Verdiinnern Triladyl® und BioXcell®

Es wurden jeweils drei Ejakulate von vier zuchtgepruften Fleckviehbullen in diesen La-
bor- und Feldversuch einbezogen. Das Sperma wurtdg Routinebedingungen aufbereitet.
Als Verdiinnungsmedien kamen der eidotterhaltigedtfener Trilady? und der eidotterfreie
Verdiinner BioXcefl zum Einsatz. Das Sperma wurde in vier Teile $atad mit folgenden

Verdiinnervarianten auf 10 x aiGesamtspermien pro Paillette verdiinnt:
= Triladyl® ohne Zusatz von Oxyfr&dPremix
= Triladyl® mit Zusatz von OxyfréePremix
= BioXcell® ohne Zusatz von Oxyfr8éPremix
= BioXcell® mit Zusatz von OxyfréePremix

Die Qualitat der eingefrorenen Spermachargen wuode Fachpersonal der BBS Neustadt a.

d. Aisch innerhalb einer Woche nach der Produktiberpruft. Dafir wurden jeweils zwei
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Pailletten pro Variante aufgetaut (10 sec, 38 B&). einer Vorwartsbeweglichkeit unterhalb
von 40 % (subjektive Motilitdtsschatzung) wurde 8germacharge vom Besamungsversuch

ausgeschlossen.
Fur die Laboruntersuchung des aufgetauten Spermatew folgende Methoden eingesetzt:

- Motilitatsanalyse mittels CASA-System SpermVisid0 und 120 Minuten nach dem
Auftauen, Inkubation bei 37 °C (siehe Pkt. 3.4.4)

- Messung der Lipidperoxidation und des oxidativeeses mittels Durchflusszytome-
ter nach DHR-, DCFH- und Bodipy-Farbung (siehe Bkt.5.3 - 5)

- Messung des Akrosomstatus mittels Durchflusszytemeach FITC-PNA/PI — Far-
bung (siehe Pkt. 3.4.5.1)

Die Spermachargen, die besamungstauglich warerdenuan die Besamungstechniker und
Tierarzte ausgeliefert. Diese sollten nach Mdglehkorwiegend zu Erstbesamungen bei

Kihen (keine Kalbinnen) eingesetzt werden.

Fur die Ermittlung des Besamungserfolges wurdefa¥age-Non-Return-Rate — Ergebnis

(NRR) verwendet. Die NRR wurde Ejakulats- bzw. ¥atenweise erfasst.

3.3.3.2 Versuch 6 - Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitaitsparametern nach
Zusatz von Oxyfre€ Premix zum Triladyl ®-Verdiinner und Erhéhung des Ver-

dinnungsgrades

Im Split-Sample-Verfahren wurden jeweils vier Ejita von sechs zuchtwertgepruften
Fleckviehbullen ohne und mit Zusatz von Oxyfté&emix zum Triladyi-Verdiinner auf 14
bzw. 8 x 16 Gesamtspermien pro Paillette verdiinnt. Pro Ejakelultierten damit vier Va-

rianten.

Fur die Laboruntersuchungen sowie fiir den Besanwangisch wurden die gleichen Metho-

den eingesetzt wie im oben beschriebenen Versuch 5.
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3.3.4 Untersuchungen zur Ermittlung des fertilitatsprognostischen Wertes der Para-

meter gefrierkonservierter Bullenspermien

Die Untersuchungen erfolgten mit folgender Zielsatx

» Entwicklung praxistauglicher Selektionskriterierr fiie Einsatzkontrolle gefrierkonser-
vierten Bullenspermas auf Basis ausgewahlter umdcteter invitro-Parameter, vorran-
gig unter Nutzung der computergestiutzten Motilaatdyse

* Anwendung und Optimierung eines speziellen statkgén Modells zur Verrechnung der
Beziehungen zwischen ausgewahlten Vitalitdtsparemmetgefrierkonservierter Bul-
lenspermien und den Non-Return-Raten der entspndemeEjakulate, Gewichtung der

Parameter und Zusammenfassung in einem Index armygualitét

Es wurden 30 besamungstaugliche Ejakulate von thteertgepriften Fleckviehbullen ge-
wonnen. Das Sperma wurde im Routinebetrieb des BM¥Nstadt a. d. Aisch e.V. aufbereitet
und mit Triladyf-Verdiinner auf 10 x faGesamtspermien pro Paillette verdiinnt. Durch die
verringerte Spermienzahl pro Besamungsportion es@lhe grol3ere Varianz der Befruch-
tungsergebnisse zwischen den Bullen erzielt werdégiterhin konnte so pro Ejakulat eine
groRere Portionszahl als tblich zum Einsatz gelbraehden, wodurch die Sicherheit der Be-

fruchtungsergebnisse erhéht werden sollte.

Fur die Laboruntersuchungen des origindren undegkfimservierten Spermas wurden fol-

gende Methoden eingesetzt:
e origindres Sperma
- Routineverfahren (Konzentration, Volumen, V %)
- Motilitatsanalyse mittels CASA-System SpermVisidsiehe Pkt 3.4.4)

- Messung der Lipidperoxidation und des oxidativerestes mittels Durchflusszytome-
ter nach DHR-, DCFH- und Bodipy-Farbung (siehe 34t5.3 - 5)

- Messung des Akrosomstatus mittels Durchflusszytemsach FITC/PNA/PI-Farbung
(siehe Pkt 3.4.5.1)

» gefrierkonserviertes Sperma
- Geschatzte Vorwartsbeweglichkeit (V %) nach 30 Nenu

43



Material und Methoden

- Spermienzahl pro Paillette, Messung mittels Nucto@ef SP-100 (Chemometec,
Allerod, Ddnemark) (siehe Pkt 3.4.2)

- Motilitatsanalyse mittels CASA-System SpermVisid0 und 120 Minuten nach dem
Auftauen, Inkubation bei 37 °C (siehe Pkt 3.4.4)

- Messung der Lipidperoxidation und des oxidativee&tes mittels Durchflusszytome-
ter nach DHR-, DCFH- und Bodipy-Féarbung 30 Minutewei und vier Stunden nach
dem Auftauen (siehe Pkt 3.4.5.3 - 5)

- Messung des Akrosomstatus mittels Durchflusszytemedch FITC-PNA/PI-Farbung
30 Minuten nach dem Auftauen (siehe Pkt 3.4.5.1)

- Analyse der Spermienchromatinstruktur mittels Dltsiszytometer (SCSA (siehe
Pkt 3.4.5.6)

Um in den Besamungseinsatz einbezogen zu werdesstemudie Ejakulate bei der Qualitats-
prifung mit mindestens 40 % vorwartsbeweglichenri@pn (subjektive Schatzwerte) be-

wertet werden.

Fur die Ermittlung des Besamungserfolges wurde9fa$age Non-Return-Rate — Ergebnis

(NRR) verwendet. Die NRR wurde ejakulatsweise stfas

3.4 Untersuchungsmethoden zur Beurteilung der Spermaquaéat

3.4.1 Ermittlung der Spermienkonzentration in aufgetautem Sperma mittels Z&hl-
kammer nach THOMA "™

Fur die Bestimmung der Spermienkonzentration nsitilhlkammer nach THOMA™ wur-
den 100 ul aufgetautes Sperma mit 1,9 ml 3 %-igeCIN.6sung verdinnt und mit Hilfe ei-
nes Reagenzglasschiittlers (Reax®togWR, Darmstadt, Deutschland) drei Minuten ge-
mischt. Dann wurde ein Tropfen neben das Deckgldsde Zahlkammer gebracht. Nach
funfminatiger Absenkungszeit wurden mit Hilfe einpssitiven Phasenkontrastmikroskops
(Leitz, Wetzlar, Deutschland) unter 400-facher VYéfgrung die Spermienkopfe von funf
Gruppenquadraten ausgezahlt. Die KonzentratiorVjiitditer ergab sich durch Multiplikati-
on der gezahlten Spermien mit dem Zahlkammerfak®d), dem Verdinnungsgrad (20)
und dem Faktor 10
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3.4.2 Ermittlung der Spermienkonzentration in aufgetautem Sperma mittels Nucleo-

counter®

Der Nucleocountér SP-100 der Firma Chemometec, (Allerod, Danemaekjeht aus einem
Fluoreszenzmikroskop in Kombination mit einer CCBriera sowie einem photometrischen

Mikroskopbildanalysesystem und entsprechender Soéw

Von den aufgetauten Proben wurden 50 pl Spermd @iml Aufschlusslosung (Chemome-
tec, Danemark) verdunnt. Durch die Aufschlusslosungden die Zellmembranen zerstort
und die Zellkerne freigesetzt. Zur Messung wurdembder so vorbereiteten Messproben in
die sogenannte NucleoCassette (Chemometec, Danegem&ugt. Das Messvolumen wurde
durch den Kolbenhub der Ansaugvorrichtung an dessktie definiert. In dem Labyrinth der
Kassette erfolgte eine Propidiumiodid-Farbung ddikérne. Die Messprobe wurde wéhrend
der 30 Sekunden des Messzeitraumes durch einergv@itdomatische Bewegung des Kol-
bens in die sogenannte Kassetten-Kammer gesauderen Bereich auch die fluoreszenz-
mikroskopische Analyse der rot gefarbten Zellkeemfolgte. Die Auswertung des Mikro-
skopbildes erfolgte mit Hilfe der Nucleovi€@oftware (Chemometec, Danemark).

3.4.3 Schéatzung des Anteils vorwartsbeweglicher Spermiemm Thermoresistenztest
nach dem Auftauen

Das aufgetaute Sperma wurde in 1,5 ml Eppendorg&eamgefalle (VWR, Darmstadt,

Deutschland) eingefllt und bei 37 °C im Blockhei@gdL.C, Bovenden, Deutschland) fur drei

Stunden inkubiert und alle 30 Minuten untersuclafild wurden mit einer Eppendorf-Pipette
zweimal 8 pl des Spermas auf einem vorgewarmteekitbjger mit je einem Deckglaschen
(18 x 18 mm) abgedeckt und durch ein Mikroskop paisitivem Phasenkontrast (Nikon Ec-

lips€® E600, Japan) auf dem beheitzte Tisch bei einerf@€iten VergroRerung betrachtet.
Pro Praparat wurden mehrere Gesichtsfelder beugseibjektive Schatzung) und das Mittel

abgebildet. Der Anteil vorwartsbeweglicher Spermigarde als Prozentsatz ausgedrtckt
[V %].
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3.4.4 Computergestiutzte Motilitdtsanalyse

Ein grol3er Teil der Untersuchungen erfolgte mifédder computergestitzten Motilitatsana-
lyse (computer assisted semen analysis — CASA, melion analysis - CMA), System
SpermVisioff (Minitib, Tiefenbach, Deutschland).

CASA-Systeme arbeiten objektiv und weitgehend aat@iert. Sie sind geeignet, das Motili-
tatsverhalten von Bullenspermien umfassend unddegierbar zu charakterisieren. Es wer-
den Videosequenzen des mikroskopischen Bildestriegis Nach Digitalisierung werden die
Spermien anhand unterschiedlicher Grauwerte undnigervorgaben erkannt. Fur jede re-
gistrierte Spermienzelle werden Bewegungsform uedcBwindigkeit mittels einer speziel-
len Software ermittelt. Anhand weiterer Parametegaben kdnnen daraus eine Vielzahl von
Spermienpopulationen (Spermiengruppen) definiertiere Insbesondere das SpermViSion
System bietet dabei vielfaltige Moglichkeiten einastzerdefinierten Datenmanagements,
welches fur einen differenzierten Einsatz im Roexioder im Forschungsbereich von grof3er

Bedeutung ist.

Das genutzte SpermVisiBiBystem bestand aus einem Mikroskop (Olympus C Xndit
negativem Phasenkontrast, das Uber eine Digitaliaii®® Frames pro Sekunde, Olympus)
mit einem Rechner (PC, Pentifim Prozesor bei 2,0 GHz, 1 GB RAM, 40 GB ROM) mit
aufgespielter SpermVisi6a Software (Updates von 2006) verbunden wurde. \disoskop
war mit einem beheizbaren Kreuztisch und zusatdiokr separaten, beheizten Arbeitsplatte

ausgestattet.

Die SpermVisiofi- Software nimmt pro Gesichtsfeld innerhalb von 8gkunden eine Serie
von 30 Bildern auf und beurteilt in jedem Bild dartikel, die der Definition der Spermien
entsprechen. Durch Vergleichen der 30 Bilder eBetie werden die von den Spermien zu-
rickgelegten Wegstrecken erkannt und hieraus adl@liltsparameter hinsichtlich der Be-
wegungsformen und -geschwindigkeiten errechnet. Exgebnis einer Messung errechnet
sich aus den Mittelwerten aller Motilitdtsdaten. iWwhin werden Spermienkonzentrations-

werte ausgewiesen.

Fur die Messungen wurde als Messkammer eine sogenaeja-Kammer (LEJA, Nieder-

lande) benutzt, die eine standardisierte Tiefe 20mum besitzt. Die Messkammer wurde mit
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Hilfe einer variablen Eppendorf-Pipette mit 3,0§derma befullt. Pro Probe wurden immer
mindestens sechs Felder mit mehr als 700 Spermsgeavertet.

3.4.5 Durchflusszytometrie

Die Untersuchungen zur Uberprifung der Lebensféaiigler Spermien, die Bestimmung der
Chromatinstruktur der Spermien und die MessungLdlgidperoxidation wurden mit Hilfe
durchflusszytometrischer Verfahren unter Verwendspegzifischer Farbemethoden durchge-
fuhrt.

Die eigenen Messungen erfolgtemrrangig an einem Durchflusszytometer EBicsL
(Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland), das nmieei luftgekihlten Argonionenlaser mit
einer Wellenlange von 488 nm ausgestattet warelfign Teil der Untersuchungen (Rhoda-
min 123/Propidiumiodid-Farbung) wurde das Durctglygometer PA% (Partec, Miinster,
Deutschland) benutzt, das mit gleicher Lichtquelle das Epic8 XL ausgestattet war. Bei
beiden Durchflusszytometern standen fir die Messimigverschiedene Filter zur Auswahl
(FI-1, FI-2, FI-3, FI-4). Fur die Steuerung des &es war ein kompatibler Computer an das
Durchflusszytometer angeschlossen. Die BearbeitmagAuswertung der Daten erfolgte mit
den Software-Programmen EXPO 32 ADC XL 4 C8land Expo 32 Analysfs(Beckman
Coulter, Krefeld, Deutschland) sowie FloMax [16Maftec, Munster, Deutschland). Die
SCSA®-Daten wurden mit den Software-Programm [BABersion 4.40 (Beisker, 1994) aus-

gewertet.

Vor Beginn der Messungen wurden die Gerate zwemikiner Cleanse-Flussigkeit (Beck-
man Coulter, Krefeld, Deutschland) und zweimal pnitestilliertem Wasser gespult. Zur Ge-
ratejustierung kam die Flow-Chétklissigkeit (Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
zum Einsatz, welche fluoreszierende Latexkigelometmdlt. Dadurch wurden einheitliche
Messeinstellungen der Gerate garantiert. Nach ehdSehungsdurchlauf wurde mit der Mes-
sung der Proben begonnen.

Bei allen durchflusszytometrischen Analyseverfahvaurden 10.000 Spermien pro Probe

analysiert.

Die angewendeten durchflusszytometrischen Methsdehnachfolgend angefuhrt.
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3.4.5.1 FITC-PNA/PI — Farbung

Der Farbstoff FITC-PNA (Sigma-Aldrich Chemie GmblH7381) besteht aus Arachis hypo-
gaea-Lektin (PNA), das an Fluoreszein isothiocya®dlTC) gekoppelt ist und dient zur
Auswertung des akrosomalen Status der SpermienL&kds bindet sich selektiv an die au-
Rere Akrosommembran und emittiert in Verbindung aeitn FITC nach Laserlichtanregung
grunes Licht. Ist die duRere Akrosommembran gesghamrkt sich das auf die Griinfarbung
aus. Der Farbstoff Pl (Propidiumiodid, Sigma-Alt#ri€hemie GmbH, P-4170) ist ein nicht
membranpenetrierender Farbstoff (farbt den Zellkemnbei Membranschéden) und dient zur
Unterscheidung von toten und lebenden Spermienh acegung mit Laserlicht emittiert er

Licht im roten Bereich.

Die eigenen Untersuchungen erfolgten in Anlehnumglas bei Nagy et al. (2003) beschrie-

bene Verfahren.

Fur die Farbung wurde das origindre oder aufgetgatserkonservierte Bullensperma mit
Tyrode-Medium auf eine Endkonzentration von 5 3fermien/ml verdiinnt. Firr die Unter-
suchung wurden 500 pl Sperma mit 5 pl FITC-PNA (180nl Aqua dest.) und 3 pl PI (2,99
mM) gemischt und im Dunklen fiir 15 Minuten bei 37 °Ruhiert. Anschlie3end wurden die
Messproben im Durchflusszytometer bei einer Dutdstate von 100 bis 300 Spermien pro
Sekunde gemessen. Fur die FITC-PNA/PI-Messungedemudie Filter FL-1 fur die grine

Fluoreszenz und FL-3 fir die rote Fluoreszenz eiet.

Bei der Auswertung wurden die Spermien zum einasibitlich ihrer Plasmamembranin-
tegritéat, zum anderen hinsichtlich der Akrosomintégy in vier verschiedene Populationen

wie folgt eingeteilt (Abbildung 1):
» vitale (membranintakte) Spermien mit intaktem Adom

* nicht vitale (membrangeschadigte) Spermien mitktetaa Akrosom oder volligem

Verlust des Akrosoms
* nicht vitale Spermien mit geschadigtem Akrosom

» vitale Spermien mit akrosomaler Reaktion
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FL3I-PI

10" 10 1% 10°

FL1 - FITC-PHA

Abbildung 1: Punktwolkendiagramm der vier Spermmgmationen nach FICT-PNA-
Farbung und anschlieRender durchflusszytometriskhswertung
Computerbild-Ausdruck: SP 1 = vitale Spermien mtaktem Akrosom; SP 2
= membrangeschadigte Spermien mit intaktem Akrosdaer vélligem Verlust
des Akrosoms; SP 3 = membrangeschadigte Spermiegesthadigtem Akro-
som; SP 4 = vitale Spermien mit akrosomaler Reaktio
Schematische Darstellung: a = vitale Spermien mtitktem Akrosom, b = tote
Spermien mit intaktem Akrosom, ¢ = tote Spermien Akrosomenschadi-
gung, d = vitale Spermien mit Akrosomenreaktion

3.4.5.2 Rhodamin 123/PIl — Farbung

Die Rhodamin 123/PIl-Farbung diente zur Charakenisig der Mitochondrienaktivitat. Le-
bende Spermien mit intakten Mitochondrien wurdehdem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin
123 (SERVA, Heidelberg, Deutschland; MG: 380,8) kreat. Intakte Mitochondrien schlie-
Ben den Farbstoff ein, solange ihr Membranpoteutidgtechterhalten bleibt. Parallel dazu
wurde zur Markierung der toten Spermien der Fafb§tb(Propidiumiodid, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, P-4170) benutzt. Beide Farbstoffetbasiunterschiedliche Anregungs- und
vor allem Emissionsspektren. Lebende mitochondkigve Spermien fluoreszieren grin, tote

Spermien rot.

Die hier beschriebene Methode lehnt sich an dieGaham et al. (1990) beschriebene Ver-

fahrensweise an.
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Fur die Untersuchungen wurden die aufgetauten Sg@woben bei 38 °C im Verhdltnis 1:5
mit phosphatgepufferter NaCl-Lésung, pH 7,0 verdiidar 250 pl Messprobe wurden 10 pl
Rhodamin 123 - Gebrauchslésung (0,13 mmol) undu2,Bropi-diumiodid — Gebrauchs|o-
sung (1,5 mmol) gegeben. Dieses Gemisch wurde 2t bei 38 °C im Dunkeln inku-
biert. Direkt vor der Durchfiihrung der durchfluskaygetrischen Messung wurden 10 ul ge-
farbter Messansatz in 2 ml 38 °C warme filtriertéa€l-L6sung gegeben, die sich bereits in

dem Messrohrchen des Durchflusszytometers befand.
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Abbildung 2: Punktwolkendiagramm der beiden Spenmopulationen (SP) nach Rhoda-
min/PI-Farbung und anschlieRender durchflusszytogsobter Auswertung
Computerbild-Ausdruck: SP 1 = vitale Spermien nkitiveen Mitochondrien;
SP 2 = nicht vitale Spermien
Schematische Darstellung: a = nicht vitale Sperrmérroter Kernfluoreszenz,
b = vitale Spermien mit verstarkter Grinfluoreszeshzh. aktive Mitochond-
rien

Die Messungen fur diese Methode wurden am IFN Sah@nV. mit dem Durchflusszytome-
ter PAS (Partec, Miinster, Deutschland) durchgefiihrt. Megsund Auswertung erfolgten
mit Hilfe des geratinternen Rechners und dem Soé&v#aogramm FloMax [160] (Partec,
Munster, Deutschland). Es wurde der Prozentsatz bremntakter mitochondrienaktiver

Spermien ermittelt [% mitochondrienaktiv] (Abbildy2).
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3.4.5.3 Dihydrorhodamin 123 (DHR)/PI — Farbung

Der DHR-Test ermdglicht die quantitative Analyse deidativen Sauerstoffradikalfreiset-
zung. Durch Superoxid-Anionen erfolgt eine Umwandluales (selbst nicht fluoreszierenden)
fluorogenen Substrats DHR 123 in fluoreszierendeedamin 123 (R123), das im grinen
Bereich fluoresziert (ca. 536 nm). Die toten Spenmmwverden Uber die Einlagerung von PI

(Rot-Fluoreszenz) in die DNA ausgeschlossen.

Zur Bestimmung der Peroxidation der Spermien wurden Spermaproben nach dem bei

Ostrovidov et al. (2000) beschriebenen Verfahrecliflusszytometrisch analysiert.

Fiur die DHR/PI-Farbung wurden die aufgetauten Spproben mit Tyrode-Medium auf 5 x
10° Spermien/m! verdiinnt. Davon wurde 1 ml mit 5 pl DBRbrauchslésung (40 mM)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D 1054) versetzt unddhtiel3end in vier Ansatze zu je 245
pl aufgeteilt, die O (zweimal), 2 und 4 Stundenmdem Auftauen untersucht wurden. Jeder
Probe wurden zum entsprechenden Zeitpunkt 2,5 {@dPrauchslésung (2,99 mM) zuge-
setzt. Einer der beiden Proben von 0 Stunden (Ok#)Wurden zur Stimulation der Bildung
von ROS noch 2,5 ul #,-Gebrauchslésung zugesetzt. Die Messung erfolgte dach 15
Minuten Inkubation bei 37 °C.

Zur Messung wurden der FL-1-Filter (grine Fluoregiesowie der FL-3-Filter (rote Fluo-
reszenz) verwendet. Wahrend der Auswertung konaite einen aufgrund fehlender oder
vorhandener Rotfluoreszenz zwischen vitalen unttnigtalen Spermien unterschieden wer-
den und zum anderen - bei verstarkter Grunfluoreszeauf vorhandene ROS geschlossen
werden (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Punktwolkendiagramm der beiden Spenmipulationen (SP) nach DHR/PI-
Farbung und anschlieRender durchflusszytometriskbswertung
Computerbild-Ausdruck: SP 1 = vitale Spermien Mm@ SP 2 = nicht vitale
Spermien
Schematische Darstellung: a = nicht vitale Sperrmeérroter Kernfluoreszenz,
b = vitale Spermien mit ausschlie3licher Grinflsaenz

3.4.5.4 Dichlorofluoreszein diacetate (DCFH)/PI — Farbung

Die nicht fluoreszierenden Molekile von Dichlorafteszein (DCFH) werden in Anwesen-
heit von reaktiven Sauerstoffspezies zu hochflueesnden DCF oxidiert, das im grinen
Bereich (ca. 525 nm) fluoresziert. Der DCFH-Testusniger empfindlich als der DHR-Test.

Er wird bevorzugt durchgefiihrt, um den generalisireioxidativen Stress der Zelle zu unter-

suchen.

Die hier beschriebene Methode lehnt sich an diehaltiwell u. Whiteman (2004) beschrie-

bene Verfahrensweise an.

Fur die DCFH/PI-Farbung wurden die aufgetauten i@pproben mit Tyrode-Medium auf 5
x 10° Spermien/ml verdiinnt. Je 1 ml der verdiinnten Spewuede mit 5 pl DCFH-

Gebrauchslésung (10 mM) (Sigma-Aldrich Chemie GmbBH6883) versetzt und anschlie-
Bend in vier Ansatze zu je 250 ul aufgeteilt, digWeimal), 2 und 4 Stunden nach dem Auf-
tauen untersucht wurden. Jeder Probe wurden zuspreshenden Zeitpunkt 2,5 pl PI-
Gebrauchslésung (2,99 mM) zugesetzt. Einer derebelroben von 0 Stunden (Oh+-Wert)
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wurden zur Stimulation der Bildung von ROS noch j2194,0,-Gebrauchslosung zugesetzt.
Die Messung erfolgte dann nach 15 Minuten Inkulmaliei 37 °C.

Zur Messung wurden der FL-1-Filter (grine Fluoregzesowie der FL-3-Filter (rote Fluo-

reszenz) verwendet. Wahrend der Auswertung konaite einen aufgrund fehlender oder
vorhandener Rotfluoreszenz zwischen vitalen untitnitalen Spermien unterschieden wer-
den, zum anderen bei verstarkter Grunfluoreszehz@handene reaktive Sauerstoffspezies

geschlossen werden.
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Abbildung 4: Punktwolkendiagramm der beiden Spenmigpulationen (SP) nach DCFH/PI-
Farbung und anschlieender durchflusszytometriskbswertung
Computerbild-Ausdruck: SP 1 = vitale Spermien mM@&R SP 2 = nicht vitale
Spermien
Schematische Darstellung: a = nicht vitale Spermérroter Kernfluoreszenz,
b = vitale Spermien mit ausschliel3licher Grunfleaenz

3.4.5.5 C11-Bodipy’*¥**(Bodipy)/PI — Farbung

C11-Bodipy ist eine fluoreszierende Fettsaure fiielen Nachweis der Lipidperoxidation in
Zellmembranen lebender Zellen eingesetzt wird. Buaidation wird ihr Fluoreszenzspek-
trum vom roten (595 nm) in den grinen (520 nm) Béreerlagert. Bodipy zeigt sich sehr
reaktiv gegeniber verschiedenen Oxy-Radikalen wardxmitriten, aber wenig erregbar von
Superoxiden, Nitrit-Oxiden und Hydroperoxiden. Bogdist in der Lage, in die meisten Zell-

membranen einzudringen, ohne dabei eine bestimmgan®lle zu bevorzugen. Mittels Bodi-
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py-Farbung kdnnen Lipidperoxidationsvorgange festgJt und in ihrem Ausmald beurteilt

werden.

Die hier verwendete Methode lehnt sich an die voeg@r et al. (2002) beschriebene Verfah-

rensweise an.

Fur die Bodipy/Pl — Farbung wurden die aufgetal@permaproben mit Tyrode-Medium auf
5 x 1¢ Spermien/ml verdiinnt. Je 1 ml der verdiinnten Speroten wurde mit 5 pl Bodipy-
Gebrauchslésung (1000 puM) (Invitrogen GmbH, KahsruDeutschland, D 3861) versetzt
und anschlieBend in vier Ansétze zu je 250 pl daiigedie 0 (zweimal), 2 und 4 Stunden
nach dem Auftauen untersucht wurden. Jeder Prolbdenmuwzum entsprechenden Zeitpunkt
2,5 pul PI-Gebrauchslésung (2,99 mM) zugesetzt. rEdee beiden Proben von 0 Stunden
(Oh+-Wert) wurden zur Stimulation der Lipidperoxida noch 2,5 pl Butylhydroperoxid-
Gebrauchslosung zugesetzt. Die Messung erfolgte adech 15 Minuten Inkubation bei
37 °C.
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Abbildung 5 Punktwolkendiagramm der beiden Sperpoguolationen (SP) nach Bodi-
py/Pl-Farbung und anschlieBender durchflusszytaosobter Auswertung
Computerbild Ausdruck: SP 1 = vitale Spermien n®Q; SP 2 = nicht vitale
Spermien
Schematische Darstellung: a = vitale Spermien mssehliel3licher Grunfluo-
reszenz, lipidperoxidationspositiv, b = nicht ve&permien mit roter Kernflu-
oreszenz
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Zur Messung wurden der FL-1-Filter (grine Fluoregzesowie der FL-3-Filter (rote Fluo-
reszenz) verwendet. Wahrend der Auswertung konate einen aufgrund fehlender oder
vorhandener Rotfluoreszenz zwischen vitalen unttnigtalen Spermien unterschieden wer-
den, zum anderen bei verstarkter Grinfluoreszeriz vathandene Lipidperoxidations-

vorgange geschlossen werden (Abbildung 5).

3.4.5.6 SCSA®-Farbung

Der Sperm Chromatin Structur As§¥8CSA) basiert auf dem Prinzip, dass abnormal struk-
turiertes Chromatin in situ eine erhohte Empfinidiieit fir eine physikalisch induzierte De-
naturierung besitzt. Die Denaturierung der DNA, zBmispiel durch S&ure, fuhrt teilweise
zur Trennung der normalerweise doppelstrangig @geinden DNA-Molekile in Einzelstran-
ge. Nach der sich anschlieBenden Farbung mit Alordinge kommt es zu einer Anlagerung
des Farbstoffs an die gesamte DNA. DoppelstrangidA emittiert Licht im griinen Bereich

und einzelstrangige DNA emittiert Licht im rotenrBieh.

Bei der Durchfiihrung des SC8Aests erfolgte die Probenaufbereitung nach denaeg

von Evenson u. Jost (1994).

Fur die SCSA-Farbung wurden die Spermaproben mit TNE-Puffeeh@i Anhang) auf

2 x 1¢ Spermien/ml verdiinnt. Davon wurden 200 pl zunéohist0,4 ml Sauredetergenz-
Losung versetzt und fur 30 Sekunden auf dem Vort@xabdance, VWR, Darmstadt) ver-
mischt. Anschlielend wurden 1,2 ml Akridinorangadaechslésung (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Deutschland, 0249.hinzugefligt. Nach einer dreiminttigen Inkubationi be

Raumtemperatur erfolgte die Messung.

Zur Messung wurden der FL-1-Filter (griine Fluorezzeund der FL-3-Filter (rote Fluores-
zenz) verwendet. Zur Kalibration des Durchflussaygters wurden vor Messbeginn und nach
jeder funften Probe Referenzproben eines Bullenbekannter Fluoreszenzintensitat gemes-

sen. Auf diese Weise konnten gleich bleibende Eihstgen garantiert werden.

Mit Hilfe einer computergestitzten Auswertung denk&wolkendiagramme wurde fur jedes
einzelne Spermium der Anteil der Rotfluoreszenzdan Gesamtfluoreszenz (rot und grin
fluoreszierende Spermien) errechnet und als DFIABNXagmentationsindex) bezeichnet.

Die gewonnenen DFI-Werte wurden in einem Histogradargestellt. Fur die weitere Aus-
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wertung mussten die Spermien mit erhéhtem DFI-Werhuell von den Spermien mit nied-
rigem DFI-Wert getrennt werden. Das Computerprogmaerrechnete auf dieser Basis den

prozentualen Anteil der Spermien mit erhhtem DFfi& an der Gesamtprobe.
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Abbildung 6 Auswertung der durchflusszytometrischurathgefihrten Spermachroma-
tinstrukturanalyse (SCSA-Test)
(a) Punktwolkendiagramm
(b+c) Schematische Darstellung der Spermien mibtdger Rotfluoreszenz (b),
d.h. mit vermehrt vorkommender einzelstrangiger DiNA Spermien mit gru-
ner Fluoreszenz (c), d.h. doppelstrangiger DNA

3.5 Erfassung von Befruchtungsergebnissen bei Feldvershen

Die fur die eigenen Versuche gewonnenen gefriedawerten Spermaportionen wurden im
Zeitraum von September 2006 bis Juli 2007 in Landehaftsbetrieben des Einzugsgebiets
des BVN eingesetzt. Die Spermaportionen der veesemen Bullen, Ejakulate und Varianten
wurden so weit wie mdglich gleichmaf3ig auf die atrbuenden Rinderbestande verteilt, um
maogliche Einflussfaktoren der verschiedenen Betriebd Besamungstechniker auszuschlie-

Ren.
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Die in dieser Arbeit verwendete Non-Return-Rate RYRerrechnete sich als prozentualer
Anteil von erstbesamten Rindern, die bis zum neysten Tag nicht wieder zur Besamung
angemeldet wurden. Die 90-Tage-NRR wurde fiur jedersuch und jede Versuchsvariante
pro Bulle und Ejakulat erfasst. Die Auswertung kgtie Gber das Datenerfassungs- und Re-

chenzentrum des BVN.

3.6 Anwendung biostatistischer Verfahren bei der Versubsauswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgteHilfie der Computerprogramme MicrosBft
Excel® 2003 (Microsoft Corporation, USA) und SP5$5.0 (SPSS GmbH Software Miin-
chen). Es wurden deskriptive Statistiken (Mitteli@geMediane, Standardabweichungen) so-
wie Regressions-, Korrelations- (nach Pearson)\temthnzanalysen berechnet. Zur Analyse
der Vergleichsstudien wurde eine Signifikanzana(ydcoxon - Test) fur abhangige und fur
unabhangige (Mann-Whitney U — Test) Stichprobercligefihrt. Ein Unterschied wurde mit
p<0,05 als niedrig, mit p<0,01 als signifikant und p<0.001 als hoch signifikant bewertet.

Zur Ermittlung der fertilitdtsprognostischen Wewtarde ein multiples lineares Regressions-
modell mit einer Linearkombination der n Merkmala(iablen, Regressoren),x.x, als

Regressionsfunktion verwendet, wobei y (NRR) datniZerkmal (Regressand) war.

y=hp+bixs + ... + Xy
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4  Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Homogenitat von Besamungsportionegleicher Ejakulate hin-
sichtlich Spermienzahl und Spermaqualitat

4.1.1 Sedimentationsverhalten von Bullenspermien im verdiinten Sperma

Zielstellung der Untersuchungen (siehe Pkt. 3.3.¥drversuch) war die Charakterisierung
des Sedimentationsverhaltens von Bullenspermienramé@hder verschiedenen Phasen der
Spermaaufbereitung. Dafur wurden zwei Verdinner mwei Mischungsvarianten ausge-

wahlt.

Fir die Verfahrensschritte ,Endverdiinnung® und ,Aitpierung tiber 160 min. bei 4°C mit
Mischung“ ergaben sich nach Auszahlung bzw. fotoiswter Messung zwischen den Pro-
ben, die aus dem oberen, mittleren und untereni@deemtnommen wurden, keine signifikan-
te Unterschiede in der Spermienkonzentration (Teldgl Auch die beiden Verdinner- und
Mischungsvarianten liel3en keine signifikanten Usttbiede erkennen. Bei der Verfahrensva-
riante ,Aquilibrierung Giber 160 min. bei 4°C @hNischung® und der Verdiinnervariante —
Triladyl® waren signifikante (p<0,01) Unterschiede zwisckenm Proben aus dem oberen,
mittleren und unteren Bereich erkennbar. Auch @ieldn Mischungsvarianten liel3en signifi-
kante Unterschiede erkennen. Bei der gleichen Yiegfesvariante waren die Unterschiede beli
der BioXcelf —Verdinnervariante, zwischen dem oberen und mettl@ereich niedrig sig-
nifikant (p<0,05) und signifikant (p<0,01) zwischdam mittleren und unteren Bereich (Ta-
belle 1).

Bei der Verfahrensvariante ,Aquilibrierung tiber 1. bei 4°C ohne Mischung* lagen alle
Ejakulate in dem gleichen Wertebereich. Zwischemk@aten, die mit BioXcell verdiinnt
wurden, war die Streuung groRer als bei den Ejadmjadie mit Trilady? verdiinnt worden

waren.
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Zwischen den beiden Mischungsverfahren (finfmali§ebwenken des Verdinnungsglases
bzw. Rihren mittels Magnetriihrer) sowie zwischen ¥erdiunnervarianten wurden keine

signifikanten Unterschiede gefunden.

Tabelle 1: Sedimentationsverhalten von Bullenspenntiei den Verfahrensschritten der Ge-
frierkonservierung (n=5 Ejakulate)

Verdinner Trilady! ~ Verdtunner BioXceff

Misch- Verfahrens- Ort der Zahlkammer- Fotometrische
Variante schritt Probenent- Zahlung Messung
nahme
[10°/ml] Extinktion
Endverdiinnung Oben 61,4 +54 0,069 + 0,010
vermischt bei Mitte 61,4 +4,3 0,070 + 0,008
23°C Unten 620  +43 0,070 0,009
. Aquilibrierung Oben 53,2 +1,8 0,072 + 0,008
Mischen —uper 160 min
durch o, ' Mitte 59,6 + 3,8 0,076 + 0,010
Schwenken bei 4 °C ohne
Mischung Unten 66,2 +1,8 0,082 + 0,009
Aquilibrierung Oben 61,4 +5,3 0,076 + 0,007
Uber 160 min. e 614  +48 0,075  +0,007
bei 4 °C mit
Mischung Unten 61,6 +4,4 0,076 + 0,009
Endverdiinnung Oben 63,2 +54 0,075 + 0,009
vermischt bei Mitte 63,6 +5,0 0,075 + 0,010
23°C Unten 630  +53 0075  +0,009
. Aquilibrierung Oben 56,6 +3,9 0,072 + 0,007
Mischen —uper 160 min
durch s ' Mitte 61,4 +6,0 0,077 + 0,006
Rihren bei 4 °C ohne
Mischung Unten 69,2 +57 0,083 + 0,004
Aquilibrierung Oben 62,4 +54 0,076 + 0,004
Uber 160 min. 0 620  +47 0,075  +0,004
bei 4 °C mit
Mischung Unten 62,2 +50 0,076 + 0,005
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4.1.2 Einfluss unterschiedlicher Konfektionierungsablaufe Verdinner und Verdin-
nungsgrade auf die Homogenitat von Besamungsportiem

Zielstellung der Untersuchungen (siehe Pkt. 3.3 Xetsuch 1) war die Kontrolle der Sper-
mienzahlen pro Paillette und der SpermaqualitaPailletten aus dem Routineablauf der
Spermaproduktion unter variierten Bedingungen degri@aaufbereitung (zwei Verdunner,

zwei Verduinnungsgrade pro Ejakulat).

Hinsichtlich der Spermienzahl pro Paillette wurdeei der Verdiinnervariante Triladyl

(Vv-Triladyl®) keine signifikanten Unterschiede zwischen derssiiedenen Konfektionie-
rungsablaufen gefunden (Tabelle 2). Das galt sovimhtlie Konzentrationsvariante 7 Mio.
Gesamtspermien/Paillette (Kv-7) als auch flr dienkentrationsvariante 14 Mio. Ge-

samtspermien/Paillette (Kv-14).

Tabelle 2: Spermienkonzentration pro PailletteNiio.) in der Verdiinnervariante Trilady/l
in Abhangigkeit vom Konfektionierungsablauf

o 7 Millionen 14 Millionen
Konfektionie- \» (1o Gesamtspermien/Paillette Gesamtspermien/Paillette
rungsablauf
MW SD MW SD
Anfang 7,64 + 0,62 15,43 +1,30
Erstes Drittel 7,68 +0,61 15,47 +1,28
Zweites Drittel kZahI- 10 7,64 + 0,63 15,47 +1,28
ammer
Ende 7,64 +0,69 15,46 +1,22
Mittelwert 7,65 + 0,64 15,46 +1,27
Anfang 8,78 +1,01 18,42 +1,69
Erstes Drittel 8,83 + 0,99 17,89 +1,53
. . Nucleo-
Zweites Drittel counteP 5 8,59 +0,83 18,20 + 1,60
Ende 8,73 + 0,90 17,59 +1,52
Mittelwert 8,74 + 0,87 18,03 +1,49

Die Unterschiede der Mittelwerte von 1,09 Mio./Rdie bei Kv-7 bzw. 2,57 Mio./Palllette
bei Kv-14 wurden bei den zwei Untersuchungsmethd@éhlkammer, Nucleocounf@rsta-

tistisch als niedrig signifikant befunden (p=0,0d3wv. p=0,043). Entsprechend streute der
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Korrelationskoeffizient (r) zwischen den Untersuegsmethoden bei der Kv-7 im Bereich
von 0,338 (p>0,05) bis 0,893 (p=0,041) und beiklel4 im Bereich von 0,490 (p>0,05) bis
0,986 (p=0,002).

Obwonhl eine Spermienzahl von 7 Mio. bzw. 14 MioilBde erwartet wurde, zeigten die
Ergebnisse bei der Auszdhlung mit der Z&hlkammererei Durchschnitt von 7,65
Mio./Paillette (7,13 - 9,43 Mio./Paillette) bzw. 45 Mio./Paillette (14,22 - 18,36
Mio./Paillette).

Bei der Verdiinnervariante BioXc8ll(Vv-BioXcell) zeigten die Proben hinsichtlich der
Spermienzahl pro Paillette ebenfalls eine hohe Hpniwat (Tabelle 3), insbesondere bei der
Auszahlung mit der Zahlkammer. Aufgrund einer etméberen Standardabweichung war
der Unterschied von 0,09 Mio. zwischen dem Anfandg dem ersten Drittel in der Kv-14

statistisch jedoch als niedrig signifikant einzuged (p=0,041).

Bei der Kv-7 wurden die Unterschiede zwischen Agfand erstem Drittel (0,04 Mio.) sowie
zwischen Anfang und Ende (0,04 Mio.) aus der Numeatef-Auswertung statistisch auch
als niedrig signifikant (p=0,043) eingeordnet (TiEbea). Der Korrelationskoeffizient zwi-
schen Zghlkammer- und Nucleocoufit&rgebnissen lag hier im Bereich von 0,668 (p>0,05)
bis 0,956 (p = 0,01) fur Kv-7 bzw. 0,548 (p>0,0% 0,778 (p>0,05) fur Kv-14.

Tabelle 3: Spermienkonzentration pro PailletteMiin.) in der Verdiinnervariante BioXc&ll
in Abhangigkeit vom Konfektionierungsablauf

o 7 Millionen 14 Millionen
Konfektionie- 1o Gesamtspermien/Paillette Gesamtspermien/Paillette
rungsablauf
MW SD MW SD
Anfang 7,21 +0,15 14,56 + 0,53
Erstes Drittel 25h 7,24 +0,14 14,65 + 0,46
a
Zweites Dirittel 10 7,21 +0,15 14,57 + 0,49
kammer
Ende 7,21 +0,11 14,55 +0,48
Mittelwert 7,22 +0,13 14,59 +0,49
Anfang 8,00 + 0,60 16,21 +0,77
Erstes Drittel 7,68 +0,42 15,95 + 2,07
. ) Nucleo-
Zweites Dirittel 5 7,83 +0,70 15,71 +1,13
countef
Ende 7,65 +0,76 16,28 + 2,44
Mittelwert 7,79 + 0,60 16,03 +1,61
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Die Durchschnittswerte nach der Zahlkammer-Auszithliagen bei Vv-BioXcefl bei 7,22
Mio./Paillette (6,82 - 7,51 Mio./Paillette) bzw. ,59 Mio./Paillette (13,95 — 15,64

Mio./Paillette). Es zeigte sich eine Ubereinstimgumit den Erwartungswerten.

Hinsichtlich der erfassten Motilitdtsparameter bgiga sich die Unterschiede zwischen Pro-
ben der verschiedenen Konfektionierungsablaufeeim @renzen der vertretbaren Toleranz
von = 10 % (Tabelle 4 und 5). Es wurden nur wersgaistisch signifikante Unterschiede
ermittelt, z. B. bei dem Anteil motiler Spermien (#otil) wurde der Unterschied von 4,3
Prozentpunkten (8,5 %) zwischen dem zweiten Drittel dem Ende der Vv-Trilad{jl Kv-7

als niedrig signifikant (p=0,022) befunden.

Tabelle 4: Motilitatswerte gefrierkonservierter Buispermien in Abhangigkeit vom Konfek-
tionierungsablauf und Verdiinnungsgrad, Verdinnéemge Triladyf (10 Ejakulate)

7 Mio. Gesamtsper- 14 Mio. Gesamtsper-

Konfektionie- Z_e't Parameter mien/Paillette mien/Paillette
rungsablauf  (mjn)
MW SD MW SD
30 % motil 50,3 +9/4 60,1 +11,1
% prog.motil 39,1 +10,9 49,5 +12,5
Anfang _
120 % motil 41,4 +125 48,1 +17,4
% prog.motil 31,9 +13,8 38,1 +19,0
30 % motil 50,1 +11,6 58,7 +12,7
) % prog.motil 40,2 +11,6 49,6 +13,3
Erstes Drittel :
120 % maotil 38,6 +10,3 48,1 + 18,6
% prog.motil 28,2 +11,3 37,5 + 20,2
30 % maotil 50,2 +13,1 62,6 +11,1
. _ % prog.motil 40,7 +13,1 52,6 +11,7
Zweites Drittel i
120 % maotil 39,3 +10,6 47,9 + 16,2
% prog.motil 26,9 +12,3 37,7 +16,8
30 % maotil 45,9 +11,4 59,1 +11,.3
End % prog.motil 35,7 +11,6 49,3 +11,6
nde
120 % motil 37,7 +11,1 44,0 +15,6
% prog.motil 26,3 +11,5 32,4 +16,9

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motiler Spermien

62



Ergebnisse

Tabelle 5: Motilitatswerte gefrierkonservierter Buispermien in Abhangigkeit vom Konfek-
tionierungsablauf und Verdiinnungsgrad, Verdiinnemse BioXcelf (10 Ejakulate)

Konfektioni Zeit 7 Mio. Gesamtsper- 14 Mio. Gesamtsper-
onfektionie-

. Parameter mien/Paillette mien/Palillette

rungsablauf  (min.) NI D YT D
30 % motil 50,4 +15,2 58,3 +14,8
Anfang % prog.motil 47,2 +14,8 52,2 +14,3
120 % motil 33,2 + 14,6 50,9 +17,2
% prog.motil 29,7 +14,3 46,6 +16,2
30 % motil 52,2 +14,9 62,4 + 16,6
Erstes Drittel % prog.motil 49,1 +15,1 57,1 +16,3
120 % motil 33,8 +15,2 56,8 +17,9
% prog.motil 30,4 +15,1 52,1 +17,6
30 % motil 52,6 +14,7 61,1 +134
weites Drittel % prog.motil 49,1 +14,8 56,1 +13,2
120 % motil 37,0 +18,2 54,1 +17,5
% prog.motil 33,6 +18,4 49,2 +17,1
30 % motil 48,8 +15,8 61,3 +15,8
Ende % prog.motil 45,2 + 15,8 56,7 +15,9
120 % motil 35,3 +17,7 53,5 +14,0
% prog.motil 32,0 +17,1 48,8 +14.3

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileGpermien

Bezuglich der Motilitat traten die grof3ten Unteigede zwischen den Konzentrationsvarian-
ten mit 7 und mit 14 Mio./Paillette auf (Tabelleidd 5). Bei der Verdiinnervariante TrilaByl
lagen die Motilitatswerte bei der Kv-14 im Durcheithum 11,0 Prozentpunkte (p=0,005)
hoher als die Werte bei der Kv-7. Bei der Verdiimagante BioXceff bewegten sich die
Unterschiede durchschnittlich um 9,7 Prozentpur{gte0,009). Die Werte fir den Anteil

progressiv motiler Spermien verhielten sich gleich.

Hinsichtlich des Anteils plasmamembranintakter §pen mit aktiven Mitochondrien wurde
bei den Unterschieden zwischen den verschiedenafeKionierungsablaufen die 10 % To-
leranz ebenfalls nicht Gberschritten (Tabelle 6¢r Dnterschied von 8,8 % zwischen dem
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zweiten Drittel und dem Ende der Konfektionierurej der Vv-Triladyf, Kv-14 wurde sta-
tistisch als niedrig signifikant befunden (p=0,022)

Tabelle 6: Anteil plasmamembranintakter Spermienakiiven Mitochondrien in Abhangig-
keit vom Konfektionierungsablauf, Verdinner- undigentrationsvariante (10 Ejakulaten )

Verdunnervariante Trilad§l Verdinnervariante BioXcéll

7 Millionen 14 Millionen 7 Millionen 14 Millionen

Konfektionie-  Gesamtspermidn Gesamtspermien/ Gesamtspermien/Gesamtspermien/
rungsablauf

Paillette Paillette Paillette Paillette
MW SD MW SD MW SD MW SD
Anfang 11,6 +41 23,2 +9,4 21,5 +11,4 23,8 +10,7
Erstes Drittel 11,8 +4.4 22,1 +9.4 21,8 +10,7 ,624 +11,0
Zweites Dirittel 11,7 +4,0 23,7 +8,9 22,0 +10,5 4,82 +10,8
Ende 10,7 +3,9 21,6 +8,3 20,2 +10,8 23,7 +10,0

Mittelwerte in %; Rodamin/Propidiumiodid-Farbungyi@hflusszytometrische Messung

Bei den Proben der Vv-Triladywurde ebenfalls ein signifikanter (p<0,01) Untaied zwi-
schen den Kv-7 und Kv-14 festgestellt. In der VoBiell® bestand dieser Unterschied nicht.

4.2 Untersuchungen zum Temperaturregime und zu den Zegiblaufe bei der Sperma-

aufbereitung von der Phase der Spermaverdinnung biaur Phase des Einfrierens

4.2.1 Einfluss unterschiedlicher Bedingungen bei der Zwéverdiinnung auf die Sper-

maqualitat

Mit diesem Versuch wurde der Einfluss von verschresh Temperaturregimen bei der
Zweitverdinnung auf die Qualitdt des gefrierkonseten Bullenspermas uberprift (siehe
Pkt. 3.3.2.1).

In der Abbildung 7 sind die Temperaturverlaufe irar&@ch zwischen 30 und 4 °C bei der

Spermaaufbereitung entsprechend der drei VariaddsrVersuches dargestellt. Die Tempera-
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turverlaufe unterscheiden sich zwischen den Veagra#t (BVN-Standard, siehe Pkt. 3.3.2.1)

und B (Zweitverdinnung bei Raumtemperatur, sieite 3?8.2.1) nur unerheblich. In der Va-

riante A war die Zwischentemperierung im Wassetaid23 °C deutlich daran zu erkennen,

dass das vorverdinnte Sperma schneller abkuhlte.

Bei der Variante C (Zweitverdiinnung mit Verdunnef 4 °C, siehe Pkt. 3.3.2.1) wurde das

verdinnte Sperma durch den Zusatz des auf 4 °ChiekiiVerdiinners eine schneller abge-

kihlt.

30
25
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0

15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210

Minuten

—o— Variante A—e— Variante B—a— Variante C

Abbildung 7: Temperaturverlaufe im Bereich zwiscl#nund 4 °C bei der Spermaaufberei-

tung entsprechend den Temperierungsvarianten AdBu(n = 20 Ejakulate)
Variante A (BVN — Standard): Erstverdinnung bei°8— 15 Minuten bei
23 °C — Zweitverdinnung bei 23 °C — verdiinntes ®pansgesamt 210 Minu-
ten bei 4 °C — Konfektionieren bei 4 °C — Einfriere

Variante B (Zweitverdiinnung bei RaumtemperaturdtEerdinnung bei 32 °C
— 15 Minuten bei Raumtemperatur — Zweitverdiinnueg Raumtemperatur
(ca. 21 °C) — Lagerung des verdiunnten Sperma fOr Mihuten bei 4 °C -
Konfektionierung bei 4 °C — Einfrieren

Variante C (Zweitverdinnung mit Verdinner bei 4:°Erstverdiinnung bei
32 °C — 15 Minuten bei Raumtemperatur — Zweitverdiing mit Verdunner
auf 4 °C — Lagerung des verdinnten Spermas fumlahQten bei 4 °C - Kon-
fektionierung bei 4 °C - Einfrieren

Die verschiedenen Temperaturregime bei der Zwatuamung des Spermas hatten im

Durchschnitt keinen erheblichen Einfluss auf dagilitsverhalten der gefrierkonservierten
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Spermien nach dem Auftauen (Tabelle 7). Die Unteesle zwischen den Varianten waren
nicht signifikant. Die Variante A zeigte mit 42,1 fogressiv motilen Spermien héhere Wer-
te gegenuber den beiden anderen Varianten. DieaMariC erzielte mit 37,8 % progressiv
motilen Spermien die niedrigsten Ergebnisse. DaegMe&h der Werte bei 30 und 120 Minu-
ten nach dem Auftauen zeigte, dass sich der Aptedressiv motiler Spermien bei allen drei
Varianten um durchschnittlich 13,1 Prozentpunkteingerte.

Tabelle 7: Motilitatswerte gefrierkonservierter Buispermien bei unterschiedlicher Sperma-
aufbereitung (20 Ejakulate von 4 Bullen, Varianseghe Abbildung 7)

_ Zeit % motil % prog. Motil VAP (um/s)
Variante
[min.] MW SD MW SD MW SD
30 48,9 +11,0 42,1 +11,2 65,6 +6,2
A 120 36,2 +14,4 28,9 + 14,6 54,9 +4,7
30 47,7 +11,2 40,6 +11,2 64,4 +6,3
° 120 35,1 +10,1 27,5 +10,0 54,4 +3,9
30 45,6 +12,7 37,8 +12,7 65,5 +6,4
- 120 31,4 +13,2 24,7 +12,6 53,8 +3,9

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahnge-
schwindigkeit

Die getrennte Analyse der Ergebnisse der zwei Bgtigopen, Gruppe 1 Bullen mit empi-
risch ,guten” Einfriereigenschaften und Gruppe 2l&umit empirisch ,schlechten” Einfrier-
eigenschaften, zeigte insbesondere in der Grupgiva@s abweichende Ergebnisse (Tabelle
8). Die Durchschnittswerte der Einfriereigenschafteigten Vorteile bei der Gruppe 1. Fur
die Variante A wurden bei allen erfassten Motisifigrametern signifikante (p<0,05) Unter-
schiede zwischen den Gruppen festgestellt. Dieaviteh B und C lie3en nach 30 Minuten
signifikante (p<0,05 bzw. p<0,01) Unterschiede oiwen den Gruppen nur fir den Parameter
VAP (mittlere Bahngeschwindigkeit) erkennen. Eimzegigten die Ergebnisse der Gruppe 1
die gleiche Anordnung der Werte wie bei der Zusanfassung beider Gruppen. Variante A
mit 48,6 % progressiv motilen Spermien war auchr die beste Variante. Der niedrigste

Wert lag wiederum in Variante C (38,9 % progresstile Spermien) vor. Fur die Gruppe 2
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zeigte mit 38,9 % progressiv motilen Spermien daidhte B einige Vorteile gegeniber den
Varianten C und A. Die Variante A ergab hier deednigsten Wert. Die Unterschiede zwi-
schen den Varianten waren bei der Gruppe 2 jedamtiger deutlich als bei der Gruppe 1.
Wahrend einer zweistindigen Inkubation nach dentaain deutete sich ein héherer Motili-
tatsverlust bei der Gruppe 2 (44 % bzw. 23 % beipBe 1, im Durchschnitt) an.

Tabelle 8: Motilitatswerte gefrierkonservierter Buispermien bei unterschiedlicher Sperma-
aufbereitung getrennt in zwei Gruppen (4 Bullen j@ib Ejakulaten, Varianten siehe Abbil-
dung 7)

. Zeit % motil % prog. motil VAP (um/s)
Gruppe Variante :
(min.) ~"mw SD MW SD MW SD
A 30 55,6 +8,7 48,6 +9,7 69,4 +5,8
120 46,6 +125 39,3 +13,3 55,7 +4,0
1 B 30 49,8 +11,2 42,3 +11,6 67,8 +5,3
120 37,9 +10,2 30,8 +10,6 54,8 2,9
30 47,6 +11,2 38,9 +12,2 70,1 +3,9
¢ 120 36,2 + 13,7 30,0 +13,1 54,5 +3,2
A 30 42,2 +8,9 35,5 +8,7 61,7 +3,8
120 25,8 +6,6 18,5 +6,1 54,0 +54
) 8 30 45,6 +11,3 38,9 +11,2 60,9 +5,3
120 32,3 +9,8 24,3 +8,8 54,1 +4,8
c 30 43,7 +14,4 36,7 +13,7 60,8 +4,8

120 26,5 +11,.3 19,5 +10,1 53,2 +4,6

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahnge-
schwindigkeit

4.2.2 Einfluss unterschiedlicher Bedingungen der Aquilibierung und des Konfektio-

nierungszeitpunktes auf die Spermaqualitat

In diesem Versuch sollte der Effekt des Abkuhl- wle$ Konfektionierungsregimes bei der

Spermaaufbereitung auf die Qualitat des gefrier&onsrten Bullensperma tberpruft werden.
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Die Temperaturverlaufe fur die vier Varianten (&id?kt. 3.3.2.2) sind in Abbildung 8 darge-
stellt. Die Abkuihlung des verdinnten Spermas inmeB&rzwischen 23 und 16 °C sowie zwi-
schen 16 und 4 °C wurde im Vergleich zur Aquilibuieg nach der Konfektionierung, d.h. in

Pailletten langsamer, wenn das verdinnte SpernRowhaquilibriert war.

0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
0O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 |210

Minuten

— o— Variante A—s— Variante B—a— Variante C- -e- - Variante D

Abbildung 8: Temperaturverlaufe im Bereich zwiscl#nund 4 °C bei der Spermaaufberei-
tung entsprechen den vier Varianten eines modifeaieAbkihl- und Konfek-
tionierungsregime (20 Ejakulate)

Variante A (BVN — Standard, Konfektionierung naghuilibrierung): Lage-
rung des verdinnten Spermas fir 210 Minuten bé 4 Konfektionierung bei
4 °C — Einfrieren

Variante B (Zwischentemperierung, Konfektionierungch Aquilibrierung):
Lagerung des verdinnten Spermas fur 60 Minuted®éC — weitere 150 Mi-
nuten bei 4 °C — Konfektionierung bei 4 °C — Eiefen

Variante C (Konfektionierung vor Aquilibrierungyerdiinntes Sperma 15 Mi-
nuten bei Raumtemperatur — Konfektionierung bei amperatur — Lage-
rung des konfektionierten Spermas fir 210 Minuteind>C — Einfrieren
Variante D (Zwischentemperierung, Konfektionierumgr Aquilibrierung):
verdiinntes Sperma 15 Minuten bei Raumtemperatuprfdktionierung bei
Raumtemperatur — Lagerung des konfektioniertenr8agifir 60 Minuten bei
16 °C — weitere 150 Minuten bei 4 °C - Einfrieren

Als beste Variante erwies sich die Variante A (B8kndard ohne Zwischentemperierung
und mit Konfektionierung bei 4 °C nach der Aquildsung). Bei der Variante A betrug der
Anteil progressiv motiler Spermien 39,3 % im Dumdhgitt bei allen 20 Ejakulaten und lag
damit am hochsten (Tabelle 9). Der niedrigste Weitde bei der Variante C mit 26,4 % pro-

68



Ergebnisse

gressiv motilen Spermien erreicht. Bei den VariarBeund D betrug der Anteil progressiv
motiler Spermien 30,2 % bzw. 33,3 %. Zwischen aN&mianten gab es statistische Unter-

schiede (p<0,05) beim Anteil motiler und progresamtiler Spermien.

Der Abfall des Anteils progressiv motiler Spermieetrug wahrend der zweistlindigen Inku-
bation 27,4 % bei der Variante B und 43,5 % bei\daiante D. Bei den Varianten A und C

verminderte sich der Anteil progressiv motiler Spien um 33,5 % bzw. 41,6 %.

Tabelle 9: Motilitatswerte gefrierkonservierter Buispermien bei unterschiedlichen Aqui-
librierungs- und Konfektionierungsbedingungen (38kklate von 4 Bullen, Varianten siehe
Abbildung 8)

Variante Zeit % motil % prog. motil VAP (Lm/s)
(min.) MW SD MW SD MW SD
A 30 47,1 +11,7 39,3 +11,5 63,4 +6,0
120 33,1 +94 26,1 +9,1 52,8 +3,9
. 30 37,7 +8,9 30,2 +8,7 63,5 +5,1
120 29,1 75 21,9 +6,4 52,3 +4,3
c 30 33,2 +9,9 26,4 +9,3 63,0 +6,1
120 21,9 +5,9 15,4 +5,6 53,0 +4,1
b 30 40,9 +8,9 33,3 +9,1 63,3 +5,1
120 25,8 +7,6 18,8 +7,3 52,0 + 4,6

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahnge-
schwindigkeit

Bei der getrennten Analyse der Ergebnisse der Budengruppen, Bullen mit empirisch
~-guten” Einfriereigenschaften (Gruppe 1) und Bullait empirisch ,schlechten* Einfrierei-
genschaften (Gruppe 2), wurde das gleiche Ergdbatgestellt: Die Variante A mit 41,6 %
(Gruppe 1) bzw. 37,0 % (Gruppe 2) progressiv mopermien ergab die héchsten Werte
und die Variante C mit 29,6 % bzw. 23,3 % progressdtilen Spermien die niedrigsten Wer-
te (Tabelle 10). Statistische Unterschiede (p<Oi@bAnteil motiler und progressiv motiler
Spermien gab es zwischen den Varianten A und BQyrzki der Gruppe 1 und bei der Grup-

pe 2 bei allen Varianten.

Zwischen den beiden Gruppen wurden statistischerseitiede (p<0,01) nur fir den Parame-

ter VAP festgestellt. Das galt fur alle Varianten.
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Tabelle 10: Motilitatswerte gefrierkonservierterlBaspermien bei unterschiedlichen Aqui-
librierungs- und Konfektionierungsbedingungen gatidir die zwei Gruppen (4 Bullen mit
je 5 Ejakulaten, Varianten siehe Abbildung 8)

_ Zeit % motil % prog. motil VAP (um/s)
Gruppe Variante .
(min.) MW SD MW SD MW SD
A 30 49,0 +13,6 41,6 + 13,2 67,0 +4,1
120 35,0 +9,0 28,6 +8,9 52,8 +2,9
8 30 37,9 +94 31,1 +9,3 66,3 +5,3
120 29,9 +8,7 23,4 +75 52,5 +3,3
! 30 36,3 +10,7 29,6 +10,3 67,1 +5,0
¢ 120 24,4 +6,4 18,2 +5,9 54,5 +25
30 43,6 +10,2 36,1 +10,8 66,8 +3,3
P 120 28,6 +8,8 22,0 + 8,6 53,1 +35
A 30 45,3 +9,7 37,0 +9,6 59,8 +55
120 315 +9,9 23,7 +9,2 52,8 +4,9
B 30 37,5 +8,9 29,4 +8/4 60,6 +3,1
120 28,4 +6,6 20,3 +5,0 52,1 +5,3
? c 30 30,0 +84 23,3 7.4 59,0 +4,3
120 19,3 +4,.2 12,6 +3,9 51,4 +4,8
o 30 38,2 +7,1 30,4 6,2 59,8 +4,2

120 23,1 +5,3 15,7 +4,3 50,9 55

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahn-
geschwindigkeit

4.2.3 Einfluss der Aquilibrierungsdauer auf die Spermaquaditat

Mit diesem Versuch wurde untersucht, wie sich digiiibrierungsdauer auf die Spermaqua-
litat nach dem Auftauen auswirkt (siehe Pkt. 33.2.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt. lorddschnitt stiegen alle erfassten Motili-
tatsparameter von der Variante 1 Stunde Aquilibrigsdauer bis zur Variante 48 Stunde
Aquilibrierungsdauer kontinuierlich. Der Anteil gpessiv motiler Spermien stieg von der
Variante 1 Stunde Aquilibrierungsdauer (18,4 %) a®1 Prozentpunkte auf 28,5 %
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(p = 0,002) bei der Variante 3 Stunden Aquilibrigsdauer und um weitere 7,4 Prozent-
punkte bei der Variante 4 Stunden Aquilibrierungsaa(35,9 %, p = 0,001). Zwischen den
Varianten 4 und 5 Stunden Aquilibrierungsdauertbtier Anteil progressiv motiler Spermien
gleich. Bei der Variante 24 Stunden Aquilibrierud@ser stieg er jedoch um weitere 9,3 Pro-
zentpunkten auf 45,0 % (p = 0,005) gegeniiber deiaita 5 Stunden Aquilibrierungsdauer.
Bis zur Variante 48 Stunden Aquilibrierungsdauéegster Anteil progressiv motiler Sper-
mien noch einmal um 7,4 Prozentpunkte auf 52,4 % @©017) und erreichte damit den

héchsten Wert.

Bezuglich der mittleren Bahngeschwindigkeit VAP deiein Anstieg um 6,0 um/s (p = 0,01)
von 61,5 um/s, Variante 1 Stunde Aquilibrierungsttaauf 67,5 um/s in Variante 24 Stunden
Aquilibrierungsdauer ermittelt. Der VAP-Wert blielann auch bei den Varianten 28 und 48

Stunden Aquilibrierungsdauer gleich.

Der Anteil progressiv motiler Spermien vermindesteh wahrend einer zweisttindigen Inku-
bation nach dem Auftauen um 19,8 % am wenigstenddseVariante 5 Stunden Aquilibrie-

rungsdauer und am starksten um 44,0 % bei der MariaStunde Aquilibrierungsdauer.

Bezlglich des Anteils lebender Spermien mit intaki&krosom, zeigte sich die gleiche Ten-
denz wie bei den Motilitdtsparametern (Tabelle D¢ Werte bewegen sich im Bereich von
24,7 % (Variante 1 Stunde Aquilibrierungsdauer)3#s8 % (Variante 48 Stunden Aquilibrie-

rungsdauer, p<0,001). Hier lassen sich signifikasiteerschiede zwischen den Varianten 1
und 3 Stunden Aquilibrierungsdauer (p<0,001), ztwdscden Varianten 5 und 24 Stunden
Aquilibrierungsdauer (p = 0,001) und zwischen demidhten 24 und 48 Stunden Aquilibrie-

rungsdauer (p = 0,002) feststellen.
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Tabelle 11: Motilitatswerte gefrierkonservierterlBaspermien nach unterschiedlicher Aqui-
librierungsdauer (16 Ejakulate von 4 Bullen)

Variante % motil % prog. motil VAP (um/s)
Aquilibrie-  Zeit
rungsdauer  (min.) MW SD MW SD MW SD

(h)
30 26,3 +12,4 18,4 +11,3 61,5 +7,0

. 120 16,8 +8,8 10,3 +7,2 50,1 +8,1

) 30 34,5 +15,9 26,5 + 15,7 63,0 +6,5
120 24,0 + 11,7 17,0 +10,4 52,6 +4,3

3 30 37,3 +13,0 28,5 +12,7 64,7 +6,8
120 29,1 +10,8 20,6 +9,6 53,7 +5,0

4 30 45,4 +11,5 35,9 +11,9 64,5 +55
120 34,2 +10,3 26,0 +10,5 53,2 +4,8

. 30 45,0 +12,8 35,7 +12,6 65,3 +6,6
120 36,5 +11,0 28,6 +10,3 53,6 +4,6

” 30 55,0 +11,5 45,0 +12,4 67,5 +55
120 39,8 +12,1 31,3 +11,6 54,2 +5,8

’8 30 57,9 +10,4 48,1 +10,7 67,3 +6,6
120 40,9 + 14,0 32,4 +13,8 52,0 +6,6

48 30 61,9 +12,3 52,4 +13,1 67,2 +5,9
120 43,6 + 13,6 34,3 +13,5 52,3 +5,8

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahnge-
schwindigkeit

Der gleiche positive Effekt im Vergleich zwischeerdvariante mit 1 Stunde Aquilibrie-
rungsdauer (16,1 %) und der Variante mit 48 Stunéiguilibrierungsdauer (53,4 %) zeigte
sich auch im Anteil plasmamembranintakter Spermmeh aktiven Mitochondrien (Tabel-
le 12).
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Tabelle 12: Membran-, Akrosomen- und Mitochondriestand gefrierkonservierter Bul-

lenspermien nach unterschiedlicher Aquilibrieruraysat (16 Ejakulate von 4 Bullen)

Variante % lebende Spermien mit intaktem% lebende Spermien mit aktiven
Aquilibrierungsdauer Akrosom Mitochondrien

(h) MW SD MW SD

1 24,7 +7,0 16,1 +9,1
2 28,3 +9,5 20,1 8,5
3 31,8 +5.2 26,2 +8,1
4 34,7 +6,4 28,3 +6,0
5 36,1 +7,1 30,3 +9,4
24 45,8 +6,3 41,2 +8,3
28 46,9 +6,5 42,9 +9,9
48 52,8 +7,1 53,4 +12,1

Zwischen den Anteilen motiler und progressiv motigermien 30 Minuten nach dem Auf-
tauen, Anteilen plasmamembranintakter Spermienimgtktem Akrosom und den Anteilen
plasmamembranintakter Spermien mit aktiven Mitochi@mm wurden hohe Korrelationen im
Bereich von r = 0,767 bis r = 0,889 (p<0,01) gefemd

Betrachtet man die zwei Bullengruppen wieder getreoneinander, so lasst sich die gleiche
Wirkung der Aquilibrierungsdauer wie bei den zusangefassten Werten erkennen (An-
hang 1 und 2). Unterschiede zwischen den Grupgantrbeziglich VAP bei den Varian-

ten mit 3 (p = 0,001), 4 (p = 0,046), 5 (p = 0,029 (p = 0,001) und 48 Stunden Aquilibrie-

rungsdauer (p = 0,016) auf.

Bezuglich des Anteils plasmamembranintakter Spermmé intaktem Akrosom und des An-
teils plasmamembranintakter Spermien mit aktivertobtiondrien wurden Unterschiede

(p<0,05) bei der Variante 48 Stunden Aquilibriegsdauer festgestellt.
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4.3 Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitatsp arametern nach Zusatz von

Oxyfree® Premix zum Verdiinner

4.3.1 Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitdtsp arametern nach Zusatz von

Oxyfree® Premix zu den Verdiinnern Triladyl® und BioXcell®

In diesem Versuch wurden die Einfliisse des Verdinusatzes Oxyfréeauf Vitalitats- und
Fertilitatsparameter gefrierkonservierten Bullemspees unter Verwendung von zwei Verdin-
nern (BioXcelf und Triladyf) getestet (siehe Pkt. 3.3.3.1). Aus der Durchfiipreiner
,Oxyfree“-freien Kontrolle und der eigentlichen Teariante mit ,Oxyfre& unter Verwen-
dung des eidotterhaltigen Verdiinners Tril&dginerseits sowie des eidotterfreien Verdiinners

BioXcell® andererseits resultierten die vier folgenden \raeia:

Triladyl® ohne Zusatz von Oxyfr&8éPremix (Variante 1)

Triladyl® mit Zusatz von OxyfréePremix (Variante 2)

BioXcell® ohne Zusatz von Oxyfr&dPremix (Variante 3)

BioXcell® mit Zusatz von OxyfréePremix (Variante 4)

Die Ergebnisse der Laborversuche sind in Tabbdleusammengefasst. Der Vergleich der
vier Varianten miteinander ergab hinsichtlich degels motiler Spermien 30 Minuten nach
dem Auftauen einen signifikanten Unterschied (p£B8)Onur zwischen Variante 1 (43,3 %)
und 2 (51,7 %). Der gleiche Parameter ergab 46fidrddie Varianten 3 und 48,1 % fir die
Variante 4. Bezuglich des Anteils progressiv motdgermien 30 Minuten nach dem Auftau-
en war der Unterschied von 8,6 Prozentpunkten (i3),zwischen Variante 1 (40,4 %) und
Variante 2 (49,0 %) deutlicher als zwischen VagaBt(45,0 %) und Variante 4 (46,8 %).
Wahrend einer zweistiindigen Inkubation nach demtadain verminderte sich der Anteil
progressiv motiler Spermien hoch signifikank@Q01) bei den Varianten 1, 2 und 3 (um
21,2 %; 25,5 % bzw. 21,7 %) und signifikant (p=@Pbei der Variante 4 (um 9,1 %). Im
Vergleich zwischen den Varianten war der Abfallndiigant (p<0,01) zwischen der Varian-

te 4 und den anderen Varianten.
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Betrachtet man den Parameter VAP (mittlere Bahrgyeisdigkeit), so fallt auf, dass die Va-
rianten 2 und 4 (mit Zusatz von Oxyff@¢ém Vergleich zu den Varianten 1 und 3 (ohne Zu-
satz von Oxyfre®) eine deutlich hdhere (p=0,002) Spermiengeschwhkwdi zeigten (Tabel-
le 14).

Tabelle 13: Motilitatswerte gefrierkonservierten [Basperma nach Verdinnung mit den
Verdiinnern Trilady! und BioXcelf, ohne und mit Zusatz von Oxyffé€l3 Ejakulate von 4
Bullen)

_ Zeit % motil % prog. motil
Variante .
(min.) MW SD MW SD
1 30 43,3 +9,9 40,4 +95
(Triladyl® ohne
2 30 51,7 +12,0 49,0 +12,0
(Triladyl® mit
Oxyfree®) 120 38,8 + 16,4 36,5 +15,9
3 30 46,7 +11,4 45,0 +11,6
(BioXcell® ohne
4 30 48,1 +11,3 46,8 +11,1
(BioXcell® mit
Oxyfree®) 120 43,7 +11,3 42,5 +11,0

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileGpermien

Ebenfalls zeigten die Varianten 3 und 4 (BioX8ehohere Werte in der VAP als die Varian-
ten 1 und 2 (Triladyl). Die VAP-Werte zwischen den Varianten 2 (72,2 s)mind 4
(84,2 um/3¥ unterschieden sich hoch signifikant (p=0,001). DAP-Werte verminderten sich
wahrend der zweistindigen Inkubation nach dem Aanatarker (p<0,01) bei der Verdin-

nervariante Triladyl als bei der Verdiinnervariante BioX&ell

Der Parameter ALH (Amplitude of Lateral Head digglment, seitliche Kopfauslenkung)
betrug bei den Varianten 1 und 3 (ohne Zusatz voyfrée®) 3,3 um bzw. 2,9. Bei den Vari-
anten 2 und 4 (mit Zusatz von Oxyffeestieg der ALH-Wert signifikant (p<0,001) auf
3,8 um bzw. 4,1 um (Tabelle 14). Der Vergleich dariante 2 mit der Variante 4 ergab kei-
nen signifikanten Unterschied. Ein deutlicher Ab{ak0,01) des ALH-Wertes wurde wah-
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rend der zweistindigen Inkubation nach dem Auftauwenbei der Variante 1 auffallig. Bei
den anderen Varianten blieben die Werte unverandert

Zwischen den Varianten 1 und 2 (Verdiinnervarianieadyl®) war hinsichtlich des BCF
Parameters (Beat Cross Frequency, Haufigkeit darddhreitung der mittleren Bahn) kein
Unterschied erkennbar (27,9 um bzw. 27,8 um). Dagianten 3 und 4 (Verdinnervariante
BioXcell®) zeigten signifikant hthere (p<0,001) BCF-Wertd,83um bzw. 31,3 um) als die
Varianten 1 und 2. Die Differenz im Vergleich mitander (Variante 3 und 4) war ebenfalls
signifikant (p=0,011) (Tabelle 14).

Tabelle 14: Geschwindigkeits- und Beweglichkeitapagter gefrierkonservierten Bullen-
spermas nach Verdiinnung mit den Verdiinnern Trifadgt BioXcelf’, sowie ohne und mit
Zusatz von Oxyfre® (13 Ejakulate von 4 Bullen)

Variante Zeit VAP (um/s) ALH (um) BCF (Hz)
(min.) MW SD MW SD MW SD
1 30 64,6 +7,1 3,3 +0,4 27,9 +1,1
120 53,7 +6,3 2,6 +0,2 27,0 +1,6
) 30 72,2 +75 3,8 +0,4 27,8 +0,8
120 66,1 +8,7 3,6 +0,3 27,5 +1,2
3 30 68,6 +12,9 2,9 +0,6 34,3 +3,0
120 67,9 +9,4 2,9 +0,3 32,8 +2,8
4 30 84,2 +8,8 4,1 +0,6 31,3 1,2
120 83,5 +75 4,1 +0,3 30,3 +0,9

VAP — Velocity averaged path, mittlere Bahngeschulighkeit; ALH — Amplitude of Lateral Head Displacentg
seitliche Kopfauslenkung; BCF — Beat Cross Frequeréufigkeit der Uberschreitung der mittleren Bahn

In Bezug auf den Anteil plasmamembranintakter Spermmit intaktem Akrosom waren die

Unterschiede von 4,7 Prozentpunkten zwischen Veian(47,4 %) und 2 (52,1 %) sowie
von 2,0 Prozentpunkten zwischen Variante 3 (44,418@) 4 (46,4 %) nicht signifikant (Ta-

belle 15). Ein signifikanter Unterschied (p=0,0M8)rde zwischen den Varianten 2 und 4
festgestellt. Zwischen dem Anteil plasmamembrakietaSpermien mit intaktem Akrosom

und dem Anteil motiler und progressiv motiler Spemrmbestand eine hohe Korrelation
(r>0,745; p<0,01).
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Die Fluoreszenzintensitat plasmamembranintakterripa nach Bodipy-Farbung (pmiBodi-
py) zeigte eine steigende Tendenz wéahrend dertirredigen Inkubation nach dem Auftauen
bei alle vier Varianten (Tabelle 16). Der Untergcthzwischen den 15 Minuten-Werten und
den 4 Stunden-Werten wurde nur bei Variante 3 ialst signifikant befunden (p>0,05). Die
Varianten 3 und 4 (Verdiinnervariante BioX&liesen hohere pmiBodipy-Werte (p<0,05)
auf als die Varianten 1 und 2 (Verdiinnervariantgadyl®). Analoge signifikante Unter-
schiede (p<0,01) bestanden hinsichtlich des Stimmsindexes (Differenz zwischen Fluo-
reszenzintensitat mit und ohne Stimulation der dperoxidation). Der Vergleich zwischen
den Varianten 1 und 2 bzw. den Varianten 3 undgélein Bezug auf die pmiBodipy-Werte

keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 15: Anteil plasmamembranintakter Spermié@nimtaktem Akrosom in gefrierkonser-
viertem Bullensperma nach Verdiinnung mit den Venéim Triladyf und BioXcelf ohne
und mit Zusatz von Oxyfrée(13 Ejakulate von 4 Bullen)

% plasmamembranintakter Spermien mit intaktem Admos

Variante
MW SD
1 (Triladyl® ohne Oxyfre®) 47,4 +8,8
2 (Triladyl® mit Oxyfreé) 52,1 +9.4
3 (BioXcell® ohne Oxyfre®) 44.4 +8,9
4 (BioXcel® mit Oxyfreé) 46,4 +8,5

Die DCFH-Fluoreszenzintensitat plasmamembranintaggermien (pmiDCFH) stieg wah-
rend der vierstiundige Inkubation stetig. Bei allerwarianten wurden signifikante Unter-
schiede (p<0,01) zwischen dem 15-Minuten-pmiDCFH®Wad dem 4-Stunden-pmiDCFH-
Wert festgestellt (Tabelle 16). Wurde®} zugesetzt stieg die pmiDCFH Fluoreszenzintensi-
tat signifikant (p<0,001) im Vergleich zum Ausgawgst. Das wurde deutlicher bei den Va-
rianten 3 (36,09) und 4 (29,19) im Vergleich zu dé&rianten 1 (3,40) und 2 (4,07). Bezug-
lich des Fluoreszenzindexes wurde ein signifikatdeterschied (p<0,001) zwischen den
Verdiinnervarianten Trilad§l (Varianten 1 und 2) und den VerdiinnervariantenXBel®
(Varianten 3 und 4) festgestellt, wobei auch hredem eidotterfreien Verdinner erheblich
hohere Werte auftraten. Der Vergleich der Variambén(Varianten 2 und 4) und ohne Zusatz

von Oxyfre€ (Varianten 1 und 3) ergab keine signifikanten Wsttkieden. Auffallig war,
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dass bei der Variante 4 im Vergleich mit der VaeaB niedrigere pmiDCFH-Werte auftra-
ten, besonders bei den Messungen 15 Minuten mnmiu&dtion (36,09 bzw. 29,19; p<0,001)
und 4 Stunden (5,33 bzw. 3,88; p<0,01).

Auch bei der DHR-Fluoreszentintensitat plasmamenmnibtakter Spermien deuteten sich h6-
here Werte (p<0,01) bei den Varianten 3 und 4 (Wenérvariante BioXcel) im Vergleich

zu den Varianten 1 und 2 (Verdiinnervariante Trilddgn (Tabelle 16). Zwischen den Vari-
anten mit (Varianten 2 und 4) und ohne Zusatz®@agfre€® (Varianten 1 und 3) bestanden

bezuglich der pmiDHR-Werte keine signifikanten Ustdiede.
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Tabelle 16: Fluoreszenzintensitat plasmamembratgteSpermien nach Bodipy-, DCFH-
und DHR-Farbung in gefrierkonserviertem Bullenspemach Verdinnung mit den Verdin-
nern Triladyf und BioXcelf, sowie ohne und mit Zusatz von Oxyffe@d3 Ejakulate von 4
Bullen)

. . pmiBodipy pmiDCFH pmiDHR
Variante Messzeit
MW SD MW SD MW SD
15 min. 0,64 + 0,05 0,75 + 0,06 0,80 +0,30
2h 0,78 + 0,04 1,40 + 0,64 1,07 + 0,46
1 4 h 0,83 + 0,06 1,73 + 0,92 1,00 +0,41

15 min + 0,90 + 0,06 3,40 +0,91 1,87 +0,67
Index 0,26 + 0,05 2,65 + 0,88 1,07 +0,51

15 min. 0,67 + 0,06 0,85 +0,19 0,84 +0,22

2h 0,84 +0,10 1,33 +0,70 1,10 +0,35

2 4 h 0,81 + 0,08 1,66 +1,11 1,038 +0,26
15 min + 0,99 +0,11 4,07 +1,14 2,05 +0,33

Index 0,32 + 0,09 3,22 +1,16 1,20 + 0,26

15 min. 1,09 +0,44 2,47 +0,23 1,87 +0,59

2h 1,09 +0,17 4,00 +1,08 3,12 +0,77

3 4 h 1,17 +0,15 5,33 +1,16 4,18 +0,68
15 min + 2,75 +0,82 36,09 * 8,46 7,63 +2,21

Index 1,66 +0,94 33,62 + 8,45 5,75 +1,82

15 min. 0,82 +0,14 2,32 +0,35 1,85 +0,51

2h 1,08 +0,23 3,47 +1,27 3,00 +0,59

4 4 h 1,19 + 0,26 3,88 +0,79 4,26 +1,12
15 min + 2,73 + 0,87 29,19 +9,51 7,16 +1,55

Index 191 +0,94 26,87 +9,51 5,31 +1,26

Messzeit: 15 min. — 15 Minuten Inkubation bei 37rf&&h dem Auftauen der Spermaproben; 2 h — zweidgtu
Inkubation bei 37 °C nach dem Auftauen der Sperptagr; 4 h — vier Stunden Inkubation bei 37 °C ndem
Auftauen der Spermaproben; 15 min. + — 15 Minutdqulbation bei 37 °C nach dem Auftauen der Spermapro
ben mit Stimulation der ROS-Bildung durch Zusatn Wasserstoffperoxid oder Butylhydroperoxid (furddo
py-Farbung); Index — Fluoreszenzindex bzw. Differewischen Fluoreszenzintensitat mit und ohne Sétion

der ROS-Bildung
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In einem mit gleichen Ejakulaten durchgefiihrtenadesngsversuch liel3 sich kein deutlicher
(p>0,05) Einfluss des Oxyfr8e&Zusatzes nachweisen (Tabelle 17). Es wurden iasge3530
Erstbesamungen (EB) durchgefuhrt. Wegen einer zinggn Zahl an Besamungen konnte
bei dem Bullen D fir die Variante 4 keine NRR9O iteit werden.

Tabelle 17: Befruchtungsergebnisse (NRR90) aus Besamungseinsatz von gefrierkonser-

viertem Bullensperma nach Verdiinnung mit den Veneiim Triladyf und BioXcelf, sowie
ohne und mit Zusatz von Oxyf(2é10 Ejakulate von 4 Bullen)

Bulle EB Variante@l . Vagante 2 Variante®3 . Var(i@ante 4
Triladyl®  Triladyl®+Oxyfre€® BioXcell®  BioXcell®+Oxyfree
A 701 61,8 % 62,1 % 60,0 % 61,4 %
B 911 73,9 % 71,5 % 68,5 % 63,5 %
C 630 66,3 % 60,2 % 59,8 % 57,8 %
D 288 67,6 % 47,6 % 61,1 % -
Gesamt 2530 68,1 % 64,1 % 62,9 % 61,2 %

EB= Erstbesamung

Die héchste NRR90 wurde in der Variante 1 mit 88,1ind die niedrigste in der Variante 4
mit 61,2 % erreicht. Die erfassten NRR9O fir digidaten 2 und 3 betrugen 64,1 % bzw.
62,9 %. Zwischen den vier Varianten wurde kein ifiiggmter Unterschied beziiglich der An-
zahl der EB sowie NRR9O festgestellt. Die Variamgh Zusatz von Oxyfréezeigten etwas
niedrigere NRR90-Ergebnisse, aber die Unterschgide statistisch nicht signifikant. Das
galt fur beide Verdunnervarianten.

Wie aus der Tabelle 17 weiterhin deutlich wirdgée in der Verdiinnervariante BioXcell
die erzielten NRR9O niedriger als in der Verdinaeianten Trilady?. Die Unterschiede sind

aber statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

Betrachtet man die NRR9O fur die einzelnen Ejaleylab konnte hinsichtlich der Varianten
keine einheitliche Tendenz erkannt werden. Ursaddu@ér konnte die hohe Streuung der
NRR90 zwischen den Ejakulaten sein, die von 47 &i€6/5,9 % reichte (Anhang 3). Dazu
passt auch, dass keine Korrelationen zwischen deR99 pro Ejakulat und den erfassten

Parameter festgestellt werden konnten.
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4.3.2 Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitatsp arameter nach Zusatz von
Oxyfree® Premix zum Triladyl®-Verdiinner und der Erhéhung des Verdiin-

nungsgrades

In diesem Versuch wurde der Einfluss des ZusataasOxyfre€ Premix bei einer Erhéhung
des Verdunnungsgrades auf die Vitalitats- und Rétsparameter gefrierkonservierten Bul-
lenspermas untersucht (siehe Pkt. 3.3.3.2). Dielierung erfolgte mit Trilad§tVerdiinner.

Es wurden die beiden Verdinnungsvarianten 14 uidill®nen Gesamtspermien/Paillette

miteinander verglichen. Daraus resultierten die folgenden Varianten:

« 14 Millionen Gesamtspermien/Paillette ohne Zusaim Oxyfre€ Premix (Varian-
te 1)

+ 8 Millionen Gesamtspermien/Paillette ohne Zusatz @ayfre€ Premix (Variante 2)
14 Millionen Gesamtspermien/Paillette mit Zusatn @xyfre€ Premix (Variante 3)
8 Millionen Gesamtspermien/Paillette mit Zusatz @xyfre€” Premix (Variante 4)

Der Anteil motiler Spermien 30 Minuten nach dem t&uen lag zwischen 43,6 % bei der
Variante 2 und 54,2 % bei der Variante 3 (Tabe8g SBignifikante Unterschiede (p<0,001)
beziglich des Anteils motiler Spermien wurden zWwst der Variante 2 und allen anderen

Varianten festgestellt.

Hinsichtlich des Anteils progressiv motiler Spermireichte die Variante 3 mit 49,9 % den
hochsten Wert. Fur die Varianten 1 und 4 lagen gle@che Parameter bei 48,0 % bzw.
46,0 %. Der niedrigste Wert des Anteils progressotiler Spermien wurde in der Variante 2
(39,3 %) erzielt (Tabelle 18). Die Unterschiede 8on Prozentpunkten zwischen den Varian-
ten 1 und 2 und von 6,7 Prozentpunkten zwischenWeranten 2 und 4 waren signifikant

(p<0,001). Zwischen den Varianten 1 und 3 und zZwgscden Varianten 3 und 4 wurden kei-
ne signifikanten Unterschiede festgestellt.

Wahrend einer zweistiindigen Inkubation nach demtaain verminderte sich der Anteil
progressiv motiler Spermien um 7,4 % bei der Vadah(p=0,024) und um ca. 21 % bei den
anderen Varianten (p<0,001).
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Tabelle 18: Motilitdtswerte gefrierkonserviertenllBaspermas nach Verdinnung mit Trila-
dyl® auf 14 bzw. 8 Millionen Gesamtspermien/Paillette@® und mit Zusatz von Oxyfrée
(6 Bullen, 24 Ejakulate)

Variante Zeit % motil. % prog. motil
(min.) MW SD MW SD
1 30 52,0 +8,8 48,0 +95
14 Mio. ohne 120 43,0 +11,5 39,3 +11,8
> 30 43,6 + 8,8 39,3 +8,9
8 Mio. ohne 120 35,1 +11,0 31,0 +11,4
3 30 54,2 +9,2 49,9 +95
14 Mio. mit 120 49,8 +12,5 46,2 +12,3
4 30 51,0 +9,9 46,0 +9,8
8 Mio. mit 120 40,5 +12,2 35,9 +11,6

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileGpermien

Hinsichtlich der mittleren Bahngeschwindigkeit &permien (VAP) wiesen die Varianten 3
und 4 (mit Zusatz von Oxyfr& signifikant (p<0,001) hohere Werte auf als digisfaten 1
und 2 (ohne Zusatz von Oxyff@e(Tabelle 19). Die Varianten 2 und 4 (8 Million&per-
mien/Paillette) zeigten generell hohere VAP-Welttedie Varianten 1 und 3 (14 Millionen
Spermien/Paillette). Ein signifikanter (p=0,026)tehschied wurde nur zwischen den Varian-
ten 3 und 4 festgestellt. Wahrend einer zweistierdibpkubation nach dem Auftauen stieg
der VAP-Wert bei der Variante 3 leicht und sankihsignifikant (p>0,05) bei der Variante 4
und signifikant (g0,001) bei den Varianten 1 und 2 (ohne Zusatz veyfree®).

Bezuglich der seitlichen Kopfauslenkung der SpemntflH) ergab der Vergleich der Vari-
anten 1 und 2 (ohne Zusatz von Oxyfeenit den Variante 3 und 4 (mit Zusatz von O-
xyfree®) signifikante (g0,001) Unterschiede (Tabelle 19). Die Variante Zersthied sich
auch signifikant (p<0,01) von der Variante 3. Zwisoc den Varianten 1 und 2 wurde kein
signifikanter Unterschied festgestellt. Der ALH-Weerminderte sich wahrend einer zwel-
stindige Inkubation nach dem Auftauen deutlickO(p1) bei den Varianten 1, 2 und 4 und
stieg geringfligig bei der Variante 3.

Die Haufigkeit der Uberschreitung der mittleren Bader Spermien (BCF) blieb bei allen
vier Varianten fast konstant (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Geschwindigkeits- und Beweglichkeitapagter gefrierkonservierten Bullen-
spermas nach Verdiinnung mit Trila8yduf 14 bzw. 8 Millionen Gesamtspermien/Paillette
ohne und mit Zusatz von Oxyf(2é6 Bullen, 24 Ejakulate)

Variante Zeit VAP (um/s) ALH (um) BCF (Hz)
(min.) ~ MW SD MW SD MW SD

1 30 59,8 +5,3 3.4 +0,2 27,4 +1,8

14 Mio. ohne 120 54,8 +7,0 2,9 +0,3 26,4 +1,3
> 30 62,0 +7,4 3,3 +0,3 27,5 +1,7

8 Mio. ohne 129 53,7 +8,4 2,8 +0,4 26,3 +2,0
3 30 67,1 + 6,2 3,7 +0,3 27,6 +14

14 Mio. mit 120 68,2 +7,.4 3,8 +0,3 26,3 +1,2
4 30 70,7 + 8,4 3,9 +0,3 27,7 +1,8

8 Mio. mit 120 65,1 +12.4 3,5 +0,4 26,3 +3,2

VAP — Velocity averaged path, mittlere Bahngeschuighkeit; ALH — Amplitude of Lateral Head Displacentg
seitliche Kopfauslenkung; BCF — Beat Cross Frequeréufigkeit der Uberschreitung der mittleren Bahn

Der Anteil plasmamembranintakter Spermien mit iteak Akrosom streute zwischen 50,5 %
bei der Variante 1 und 52,3 % bei der Variante &lle 20). Die Varianten 3 und 4 zeigten
jedoch etwas hohere Werte als die Varianten 1 uridagschen den vier Varianten wurden
jedoch keine signifikanten Unterschiede festgdstell

Zwischen dem Anteil plasmamembranintakter Spermiérintaktem Akrosom und dem An-

teil motiler Spermien wurde eine Korrelation von 0,779 (p<0,001) berechnet.

Tabelle 20: Anteil plasmamembranintakter Spermié@nimtaktem Akrosom in gefrierkonser-
viertem Bullensperma nach Verdiinnung mit Tril&dgUf 14 bzw. 8 Millionen Gesamtsper-
mie/Paillette ohne und mit Zusatz von Oxyft€6 Bullen, 24 Ejakulate)

% plasmamembranintakter Spermien mit intaktem

Variante Akrosom
MW SD
1 (14 Mio. ohne Oxyfr& 50,5 +10,4
2 (8 Mio. ohne Oxyfré& 51,6 +7,9
3 (14 Mio. mit Oxyfre®) 52,3 +9.4
4 (8 Mio. mit Oxyfre®) 52,0 +10,3
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Der Vergleich der Fluoreszenzintensitit plasmamamnibtakter Spermien nach Bodipy-
Farbung (pmiBodipy) der vier Varianten ergab kesignifikanten Unterschiede (Tabelle 21).
Der pmiBodipy-Wert stieg wahrend einer vierstiindigekubation nach dem Auftauen bei
allen vier Varianten stetig (p<0,05). Durch Stinigda der Lipidperoxidation mittels Butyl-
hydroperoxid wurde der pmiBodipy-Wert bei allen Maten deutlich erhdht (p<0,01). Signi-
fikante Unterschiede hinsichtlich des Fluoreszesiexes (Differenz mit und ohne Stimulati-
on der Lipidperoxidation) wurden zwischen den MVatgs 1 und 2 (p=0,036) und zwischen
den Varianten 2 und 4 (p=0,008) festgestellt.

Es konnten keine Korrelationen zwischen der Sperkaezentration und den pmiBodipy-
Werten sowie zwischen der Behandlung (mit und ahmgatz von Oxyfre® und den pmi-

Bodipy-Werten festgestellt werden.

Wie aus der Tabelle 21 zu ersehen ist, nahm derédaenzindex der plasmamembranintak-
ten Spermien nach DCFH-Farbung (pmiDCFH) wahrendrerierstiindigen Inkubation nach
dem Auftauen deutlich zu £9,001). Signifikante (p<0,001) Unterschiede wurdben allen
Varianten auch zwischen den pmiDCFH-Werten ohnemidstimulation der ROS-Bildung
mittels Wasserstoffperoxid gefunden. Beziglich gesDCFH-Fluoreszenzindexes wurden
signifikante (p<0,01) Unterschiede zwischen denidrden 1 und 2, zwischen den Varianten
3 und 4 sowie zwischen den Varianten 2 und 4 fegttie

Zwischen dem pmiDCFH-Fluoreszenzindex und der Siggrkonzentration pro Paillette
konnte eine positive Korrelation (r = 0,421; p<@,pestgestellt werden. Zwischen dem glei-
chen Parameter und der Behandlung (mit und ohnatZwsn Oxyfre&) wurde eine niedri-
gere Korrelation (r = 0,255; p=0,013) ermittelt.

Die Fluoreszenzintensitat plasmamembranintakterripe nach DHR-Farbung zeigte signi-
fikante (p<0,01) Unterschiede zwischen den Variadteind 2 und zwischen den Varianten 3
und 4 und nur geringfiigige Unterschiede zwischen\da&rianten 1 und 3 und zwischen den
Varianten 2 und 4 (Tabelle 21). Wéahrend der erstegistindigen Inkubation nach dem Auf-
tauen nahm der pmiDHR-Wert bei allen Varianten ifiiggnt (p<0,01) zu. Der 4 Stunden-
pmiDHR-Wert stieg bei der Variante 1 und sank k@ dnderen Varianten. Der Unterschied
zwischen der pmiDHR-Fluoreszenzintensitat mit uhdeoStimulation der ROS-Bildung mit-
tels Wasserstoffperoxyd war bei allen vier Varianggnifikant (p<0,001). Bezuglich des
pmiDHR-Fluoreszenzindex wurden signifikante (p<(,0bterschiede zwischen den Varian-

ten 1 und 2 und zwischen den Varianten 2 und 4éstllt. Positive Korrelationen konnten
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zwischen dem pmiDHR-Fluoreszenzindex und der Spmrkenzentration pro Paillette
(r=0,301; p=0,003) sowie zwischen dem pmiDHR-F&saenzindex und der Behandlung
(mit und ohne Zusatz von Oxyff®e(r = 0,289; p=0,005) festgestellt werden.

Tabelle 21: Fluoreszenzintensitat plasmamembrattgteéSpermien nach Bodipy-, DCFH-
und DHR-Farbung in gefrierkonserviertem Bullenspemach Verdiinnung mit Trilady/auf
14 bzw. 8 Millionen Gesamtspermien/Paillette ohnd mit Zusatz von Oxyfrée(6 Bullen,
24 Ejakulate)

. ) pmiBodipy pmiDCFH pmiDHR
Variante  Messzeit
MW SD MW SD MW SD
15 min. 0,88 + 0,37 0,98 +0,29 1,70 + 0,66
1 2h 1,12 +0,42 1,84 +1,00 2,30 + 0,85
14 Mio. 4 h 1,32 + 0,56 2,22 +1,16 2,54 + 1,47

ohne 15 min. + 131 +0,39 3,64 +1,34 3,99 +1,24
Index 0,42 +0,20 2,66 +1,31 2,29 + 0,84

15min. 0,81 + 0,23 0,87 +0,31 1,29 + 0,58

5 2h 1,01 +0,34 1,35 +0,58 2,40 +1,42

8 Mio. 4h 1,13 +0,23 1,58 +0,63 1,87 +0,92
ohne 15 min.+ 1,05 +0,25 2,25 +1,00 2,56 +1,01
Index 0,23 +0,34 1,37 +0,91 1,26 +0,83

15 min. 0,87 +0,33 0,82 +0,13 1,72 +0,62

3 2h 1,10 +0,45 1,44 +0,63 2,67 +1,45
14 Mio. 4h 1,31 +0,45 2,57 + 3,80 2,35 +1,15
mit  15min.+ 1,32 +0,42 3,94 +1,17 4,69 +2,19
Index 0,45 +0,43 3,11 +1,13 2,96 +1,08

15min. 0,85 + 0,21 0,78 +0,17 1,33 + 0,37

4 2h 1,03 +0,34 1,36 +0,65 2,40 +1,31

8 Mio. 4h 1,22 +0,37 1,56 + 0,54 1,86 +0,69
mit  15min.+ 1,32 + 0,34 3,04 +1,10 3,59 +1,27
Index 0,47 +0,32 2,25 +0,97 2,25 +1,13

Messzeit: 15 min. — 15 Minuten Inkubation bei 37rf&h dem Auftauen der Spermaproben; 2 h — zweidstu
Inkubation bei 37 °C nach dem Auftauen der Sperptagr; 4 h — vier Stunden Inkubation bei 37 °C ndem
Auftauen der Spermaproben; 15 min. + — 15 Minutdqulbation bei 37 °C nach dem Auftauen der Spermapro
ben mit Stimulation der ROS-Bildung durch Zusatn Wasserstoffperoxid oder Butylhydroperoxid (furddo
py-Farbung); Index — Fluoreszenzindex bzw. Differewischen Fluoreszenzintensitat mit und ohne Sétion

der ROS-Bildung
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In einem mit den gleichen Ejakulaten durchgefihBesamungsversuch liel3 sich kein Ein-
fluss der Versuchsvarianten nachweisen (Tabelle A2) diesen Versuch wurden insgesamt
5769 Erstbesamungen (EB) durchgefuhrt. Fir diese viiBde die Non-Return-Rate
(NRR90 in %) pro Bulle und Variante errechnet. Bigzahl der EB pro Bulle streute dabei
von 147 EB bei dem Bullen A und bis 1754 EB bei dgulien D.

Im Durchschnitt der vier untersuchten Ejakulate dtg NRR9O zwischen 53,1 % bei dem
Bullen A Variante 1 (14 Millionen Spermien/Pailletbhne Zusatz von Oxyfr8eund 70,6 %
bei dem Bullen F Variante 2 (8 Millionen Spermieailfette ohne Zusatz von Oxyfr8eund
Variante 3 (14 Millionen Spermien/Paillette mit Atz von Oxyfre®). Obwohl bei vier von
sechs Bullen bei der Variante 2 (8 Millionen SpemiPaillette ohne Zusatz von Oxyffee
etwas bessere NRR90 als bei der Variante 1 (14avéh Spermien/Paillette ohne Zusatz

von Oxyfre&) erzielt wurden, waren die Unterschiede zwischem arianten nicht signifi-
kant.

Es konnten keine Korrelationen zwischen der NRR&D Fjakulat und den anderen unter-

suchten Parametern festgestellt werden.

Tabelle 22: Befruchtungsergebnisse (NRR90) aus Besamungseinsatz von gefrierkonser-
viertem Bullensperma nach Verdiinnung mit den Veneim Triladyf auf 14 bzw. 8 Millio-
nen Gesamtspermien/Paillette ohne und mit Zusatzyfre€ (6 Bullen, 20 Ejakulate)

Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4
Bulle EB 14 Mio. ohne 8 Mio. ohne 14 Mio. mit 8 Mio. mit
Oxyfree® Oxyfree® Oxyfree® Oxyfree®
A 147 53,1 % 67,5 % 55,3 % 61,2 %
B 810 63,4 % 66,1 % 65,1 % 62,2 %
C 853 63,4 % 68,6 % 64,5 % 66,3 %
D 1754 59,2 % 59,7 % 55,5 % 55,3 %
E 784 65,7 % 61,1 % 61,5 % 67,2 %
F 1421 68,6 % 70,6 % 70,6 % 68,2 %
Gesamt 5769 63,5 % 64,8 % 62,6 % 63,0 %
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4.4 Untersuchungen zur Ermittlung des fertilitAitsprognostischen Wertes der sperma-
tologischen Parameter der gefrierkonservierten Bunspermien

Ziel dieses Versuches war es, einen moglichen Zomarhang zwischen dem Motilitats-
verhalten, dem Lipidperoxidationsstatus und and&figaditatsparametern des gefrierkonser-
vierten Bullenspermas und der Non-Return-Rate agfgen. Dafur wurden insgesamt 30
besamungstaugliche Ejakulate von zehn Bullen miladyl®-Verdiinner auf zehn Millionen
Gesamtspermien pro Paillette verdinnt, tiefgefraned fir Laboruntersuchungen und Besa-

mungsversuche verwendet (siehe Pkt. 3.3.4).

Fir diese Versuche wurden die Primardaten des C8g#ems (SpermVisidh so umge-

rechnet und neu definiert, dass Motilitdtswerte p@rmiensubpopulationen resultierten.

In Tabelle 23 sind die Motilitatsparameter des indgen und gefrierkonservierten Bullen-
spermas dargestellt. Die Werte der erfassten NtisH und Geschwindigkeitsparameter lagen
— mit Ausnahme der Anteile lokal motiler und kréishig progressiv motiler Spermien — bei
dem gefrierkonservierten Sperma signifikank@®36) unter den Werten des originaren
Spermas. Nach dem Einfrieren und Auftauen stiegfaéeil lokal motiler Spermien signifi-
kant (p<0,003) und der Anteil kreisformig progressiv matil8permien nicht signifikant
(p>0,05). Wahrend einer zweistiindigen Inkubatiochndem Auftauen sanken die dargestell-
ten Werte der Motilitats- und Geschwindigkeitspagtan signifikant (g0,008).

Der Anteil plasmamembranintakter Spermien mit iteak Akrosom lag nach Einfrieren und
Auftauen deutlich (p<0,001) unter dem Wert desionéigen Spermas (Tabelle 24). Der Antell
toter Spermien mit geschadigtem Akrosom stieg ifriggkonserviertem Sperma um 37,6
Prozentpunkte (p<0,001) und der Anteil toter Spenmnit intaktem Akrosom um 11,5 Pro-
zentpunkte (p<0,001).

Der Anteil plasmamembranintakter Spermien mit akti\Mitochondrien betrug in gefrier-
konserviertem Sperma nach dem Auftauen 33,1 % w@ndAdteil plasmamembranintakter
Spermien (nach Propidiumiodid-Farbung und MessuitgNucleoCountet) 48,8 % (Tabel-
le 24).
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Tabelle 23: Matilitats- und Geschwindigkeitsparagnah originarem und gefrierkonservier-
tem Bullensperma (10 Bullen, 30 Ejakulate)

Zeit Originares Sperma Gefrierkonserviertes Sperma
Parameter )
(min.) MW SD MW SD
Mot P (% 30 74,7 +11,1 47,5 +11,7
0
P (0) 120 - - 40,4 +11,4
Mot_VAP 30 115,5 + 15,3 51,6 +8,5
(Hm/s) 120 - - 36,6 +7,2
30 1,5 +1,2 8,8 +4.8
Lok _Mot_P (%) 120 - - 14,4 +47
Lok_Mot_VAP 30 22,9 + 13,9 16,3 +3,1
(Hm/s) 120 - - 13,7 +2,7
30 73,2 +11,0 38,6 +12,0
Prog_P (%) 120 - - 26,0 +10,0
Prog_VAP 30 117,4 + 15,2 60,2 +6,8
(Lm/s) 120 - - 49,7 +6,2
Prog_VSL 30 99,6 + 15,7 45,2 +51
(Lm/s) 120 - - 34,6 +4,4
30 4.2 +0,7 3,7 +0,3
Prog_ALH (um) 120 ) ) 34 +03
30 39,1 +3,6 25,7 +2,3
Prog_BCF (Hz) 120 ] ) 924 £31
_ 30 62,7 +13,1 29,8 +9,1
Hin_P (%) 120 - - 19,6 +7,7
) 30 118,9 + 15,5 62,1 +7.4
Lin_VAP (um/s) 120 501 £ 70
) 30 3,6 +2,6 3,9 +1,9
Kreis_P (%) 120 ) ] 31 $17
30 6,7 +6,5 2,2 +15
Hyper_P (%) 120 - - 0,6 +0,5

Mot_P — Anteil motiler Spermien; Prog_P — Anteibgressiv motiler Spermien; Lin_P — Anteil lineabgres-
siv motiler Spermien; Kreis_P — Anteil kreisférmpgogressiv motiler Spermien; Hyper_P — Anteil hybeiv
progressiv motiler Spermien; VAP — Velocity averdgeath, mittlere Bahngeschwindigkeit der jeweiligen
Spermienpopulation; ALH — Amplitude of Lateral HeBdsplacement, seitliche Kopfauslenkung der jewgetti
Population ; BCF — Beat Cross Frequency, Haufigleit Uberschreitung der mittleren Bahn der jeweilig
Population
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Zwischen dem Anteil plasmamembranintakter Sperndem Anteil plasmamembranintakter
Spermien mit intaktem Akrosom und dem Anteil plasreebranintakter Spermien mit akti-
ven Mitochondrien wurden signifikante (p<0,001) &hsthiede festgestellt. Kein signifikan-
ter Unterschied liel3 sich zwischen dem Anteil plasrtambranintakter Spermien mit intaktem
Akrosom und dem Anteil plasmamembranintakter Spemnmit aktiven Mitochondrien er-

mitteln.

Tabelle 24: Membran-, Akrosomen- und Mitochondrigstand gefrierkonservierten Bullen-
spermas (10 Bullen, 30 Ejakulaten)

Originares Sperma Gefrierkonserviertes Sperma
Parameter
MW SD MW SD

Leb_Int_Ak (%) 73,9 +11,9 29,6 +54
Tot_Int_Ak (%) 8,1 +6,1 19,6 +6,4
Tot_Ges_Ak (%) 12,8 +6,4 50,4 +7,3
Leb_Mito_Ak (%) - - 33,1 +10,7
Membran Intakt (%) - - 48,8 +129

Leb_Int AK — Anteil plasmamembranintakter Spermiemt intaktem Akrosom; Tot Int_ Ak — Anteil toter
Spermien mit intaktem Akrosom; Tot Ges Ak — Antédter Spermien mit geschadigtem Akrosom;
Leb_Mito_Ak — Anteil plasmamembranintakter Spermigit aktiven Mitochondrien

In gefrierkonserviertem Sperma lagen die Werte Flaoreszenzintensitat plasmamembra-
nintakter Spermien nach Bodipy- und DHR-Farbungifiigant (p<0,05) unter den Werten
im origindren Sperma und nach DCFH-Farbung wamitdg den Fall (Tabelle 25). Wahrend
einer vierstiindigen Inkubation nach dem Auftaueagstliie Fluoreszenzintensitat plasma-
membranintakter Spermien bei allen drei Farbunggnifikant (p<0,001). Der Anstieg der
Fluoreszenzintensitat wurde auch nach Stimulatien RIOS-Bildung mittels Wasserstoff-
oder Butylhydroperoxid deutlich €0,001).

Der DNA-Fragmentationsindex (DFI) in aufgetautenei®pa betrug im Durchschnitt fur alle
Ejakulate 7,9 % und schwankte zwischen 3.1 % un8 %/(Tabelle 25).
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Tabelle 25: Fluoreszenzintensitat plasmamembratgteSpermien nach Bodipy-, DCFH-
und DHR-Farbung und Cromatinstrukturstatus (DFh) gefrierkonserviertem Bullensperma
(10 Bullen, 30 Ejakulate)

Parameter Messzeit Originares Sperma Gefrierkonserviertes Sperma
MW SD MW SD

15 min. 1,37 +1,11 0,75 +0,20
2h - - 0,86 +0,17
pmiBodipy 4 h - - 0,96 +0,14
15 min. + - - 0,98 +0,22
Index - - 0,23 +0,21

15 min. 1,13 + 0,45 1,04 +0,36
2h - - 1,53 +0,81
pmiDCFH 4 h - - 2,13 +0,79
15 min. + - - 3,34 +1,18
Index - - 2,29 +1,15

15 min. 1,82 +1,26 1,34 +0,59
2h - - 1,79 +0,57
pmiDHR 4 h - - 2,11 +0,71
15 min. + - - 3,26 +1,16
Index - - 1,91 +0,77
DFI (%) 30 min - - 7,9 +4,3

Messzeit: 15 min. — 15 Minuten Inkubation bei 37rf&&h dem Auftauen der Spermaproben; 2 h — zweidgtu
Inkubation bei 37 °C nach dem Auftauen der Sperpizgn; 4 h — vier Stunden Inkubation bei 37 °C ndem
Auftauen der Spermaproben; 15 min. + — 15 Minutdqulbation bei 37 °C nach dem Auftauen der Spermapro
ben mit Stimulation der ROS-Bildung durch Zusatn Wasserstoffperoxid oder Butylhydroperoxid (furddo
py-Farbung); Index — Fluoreszenzindex bzw. Differewischen Fluoreszenzintensitat mit und ohne Sétion

der ROS-Bildung; DFI — DNA-Fragmentationsindex

In einem mit den gleichen Ejakulaten durchgefuhB&samungsversuch wurden insgesamt
11.967 Erstbesamungen (EB) durchgefihrt (Tabel)e Ri& Anzahl der durchgefiihrten EB
pro Ejakulat streute zwischen 189 und 711. Diesstta Non-Return-Rate nach 90 Tagen
(NRR90) pro Bulle streute zwischen 56,5 % (Bulle @d 68,1 % (Bulle E). Die hdchste
NRR90 pro Ejakulat wurde mit 69,2 % vom Bullen Eduwtie niedrigste NRR90 mit 54,3 %
vom Bullen C erreicht. Die durchschnittliche NRRRO alle 30 Ejakulate betrug 61,7 %.
Hinsichtlich der NRR90 wurde ein signifikanter (pg08) Unterschied zwischen den Bullen
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festgestellt. Es wurde kein signifikanter Untersechzwischen den Ejakulaten eines Bullen
festgestellt.
Tabelle 26: Befruchtungsergebnisse (NRR90) aus Besamungseinsatz von gefrierkonser-

viertem Bullensperma nach Verdiinnung mit dem VenéiiTriladyf auf 10 Millionen Ge-
samtspermien/Paillette (10 Bullen, 30 Ejakulate)

Bulle Anzahl Erstbesamungen NRR90
A 1023 63,3 %
B 1496 65,4 %
C 1188 56,5 %
D 906 60,7 %
E 1373 68,1 %
F 650 62,7 %
G 1268 63,2 %
H 1312 60,1 %

I 1113 60,4 %
J 1638 56,7 %
Gesamt 11967 61,7 %

Die signifikanten Korrelationen, die zwischen deRRBO und den spermatologischen Merk-
malen gefunden wurden, sind in der Tabelle 27 daefje Von den Parametern, die am ori-
gindren Sperma erhoben wurden, korrelierte nurRdgameter VAP flr die gesamte Sper-
mienpopulation mit der NRR90 (r=0,386; p = 0,03bje Parameter Linearity (LIN;
VSL/VCL), Straightness (STR; VSL/VAP) und Wobble OB; VAP/VCL) der progressiv
motilen Spermien, die vom gefrierkonservierten §@eB0 Minuten nach dem Auftauen er-
fasst wurden, korrelierten negativ mit NRR90. Diglsten Korrelationskoeffizienten wur-
den zwischen NRR90 und dem Anteil der nichtlineapongressiv motilen Spermien
(r =0,508; p = 0,004) sowie der Fluoreszenzintéhplasmamembranintakter Spermien nach
DCFH-Farbung nach 15 Minuten Inkubation (r = 0,47&; 0,008) ermittelt.
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Tabelle 27: Korrelationen (r) zwischen spermatadolgen Parameter und der Non-Return-
Rate (NRR90) (10 Bullen, 30 Ejakulate)

Parameter Korrelationskoeffizient (r) Signifikanzeau (p)
Gesamt VAP_originar 0,386 0,035
Prog_VAP_30 0,408 0,025
Prog_VCL_30 0,466 0,010
Prog_LIN_30 - 0,445 0,014
Prog_STR_30 - 0,413 0,023
Prog_WOB_30 - 0,367 0,046
Lin_VAP_30 0,440 0,015
NotLin_P_30 0,508 0,004
Kreis_P_30 0,424 0,020
Prog_BCF_120 0,394 0,031
Kreis_P_120 0,393 0,032
pmiDCFH_15 0,478 0,008

VAP — velocity averaged path der jeweiligen Spenpa@pulation; VCL - velocity curvelinear path dewili-

gen Spermienpopulation; BCF — Beat Cross Frequelecyjeweiligen Spermienpopulation; LIN — Linearity
VSL/VCL; STR — Straightness VSL/VAP; WOB — WobbleAR/VCL; Prog_ —progressiv motiler Spermien;
Lin_ — linear progressiv motiler Spermien; NotLin—FAnteil nichtlinear progressiv motiler Spermidfrgis_P

— Anteil kreisférmig progressiv motiler SpermiemnipCFH — Fluoreszenzintensitat plasmamembranintakte
Spermien nach DCFH-Farbung; _15 — nach 15 Minutgnbation nach dem Auftauen; _30 — nach 30 Minuten
Inkubation nach dem Auftauen; _120 — nach 120 Mindbkubation nach dem Auftauen; _originar — oégas
Sperma

Im Folgenden wurde in einem multiplen linearen Regionsmodell gepruft, welche Sperma-
gualitatsparameter entsprechend dem mathematiddioelell den grof3ten Einfluss auf die
Befruchtungsdaten haben und welche Kombinationen\Wariablen eine maximale Vorher-
sage der Fertilitat (NRR) erméglicht. Fir das Regiansmodell wurde die Methode ,Stepwi-
se” verwendet. In diesem Modell werden die Varialdehrittweise auf ihre Eignung fur die
Schatzung der abhéngigen Variablen Uberprift. Adéj Stufe wird fur die neu aufgenom-
mene Variable und fur die bereits im Modell befiokdén Variablen das Signifikanzkriterium
fur Aufnahme (SLENTRY - level) und Ausschluss (SIEXT- level) geprtift. Dieser Prozess
wird so lange fortgesetzt, bis keine Variable malfigenommen bzw. ausgeschlossen werden
kann. Die Vorhersagewahrscheinlichkeit sollte dammdestens 65 % betragen.

Fur die Motilitatsparameter des origindren Sperk@mte auf diese Weise kein geeignetes

Modell gefunden werden.
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Bei Anwendung auf das gefrierkonservierte Spermaesen sich drei Modelle als geeignet.
In das erste Regressionsmodell wurden alle mi@AISA — System erfassten Parametern mit
einbezogen. Das Signifikanzniveau wurde bei 0,J0SLENTRY und 0,15 fir SLSTAY
festgelegt. Als signifikante Pradiktoren (Variablgmgen in diese Analyse folgende Parame-
ter ein: ALH der progressiv motilen Spermien 30 Men nach dem Auftauen
(Prog_ALH_30); Anteil nichtlinear progressiv motil8permien 30 Minuten nach dem Auf-
tauen (NotLin_P_30); Anteil kreisférmig progressiotiler Spermien 30 Minuten nach dem
Auftauen (Kreis_P_30); Anteil hyperaktiv progressiotiler Spermien 30 Minuten nach dem
Auftauen (Hyper_P_30); Wobble (VAP/VCL) progreseiatiler Spermien 120 Minuten nach
dem Auftauen (Prog_ WOB_120) und VAP der linear pesgiv motilen Spermien 120 Minu-
ten nach dem Auftauen (Lin_VAP_120). Anhand der rBggjonsanalyse lie3 sich eine

Schatzformel zur Bestimmung der NRR erstellen.

NRR (geschatzt) = 71,878 + 7,152 x Prog_ALH_301,671 x NotLin_P_30 +
1,287 x Kreis P30 - 2,881 x Hyper P 30 - &I,/
Prog_WOB_120 - 0,326 x Lin_VAP_120

Die Differenz zwischen der NRR90 und der mitteleser Formel geschéatzten NRR blieb
unter 5 Prozentpunkten (0,01 % — 4,74 %) bei eWf@mhersageleistung von 66,3 % (korri-
giertes R?, p<0,001).

In einem weiteren Modell mit den gleichen Parammebesi einem Signifikanzniveau von 0,15
fur SLENTRY und 0,20 fur SLSTAY blieben 14 Parameteder Schatzformel. Die Diffe-

renz zwischen der NRR90 und der mit der neuen Hogeschéatzten NRR blieb unter zwei
Prozentpunkten (0,02 % - 1,88 %) bei einer Vorhgakastung von 93,2 % (korrigiertes R?,
p<0,001). In diesem Modell blieben letztlich folgenParameter Gbrig: Anteil progressiv mo-
tiler Spermien 30 Minuten nach dem Auftauen; ALH geogressiv motilen Spermien 30
Minuten nach dem Auftauen; Straightness (STR) degnessiv motilen Spermien 30 Minu-
ten nach dem Auftauen; Anteil linear progressivilaoSpermien 30 Minuten nach dem Auf-
tauen; Anteil nichtlinear progressiv motiler SpegmB0 Minuten nach dem Auftauen; Anteil
kreisformig progressiv motiler Spermien 30 Minutgach dem Auftauen; Anteil hyperaktiv
progressiv motiler Spermien 30 Minuten nach demt#®udn; VAP der lokal motilen Sper-

mien 30 Minuten nach dem Auftauen; VCL der progressotilen Spermien 120 Minuten

nach dem Auftauen; Wobble (WOB) der progressiv laotSpermien 120 Minuten nach dem

Auftauen; Anteil lokal motiler Spermien 120 Minuteach dem Auftauen; VAP der lokal
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motilen Spermien 120 Minuten nach dem Auftauen;efAmichtlinear progressiv motiler
Spermien 120 Minuten nach dem Auftauen und VAP mehtlinear progressiv motilen

Spermien 120 Minuten nach dem Auftauen.

NRR (geschatzt) = 55,183 — 1,325 x Prog P_30 + 27,80Prog_ ALH 30 +
85,362 x Prog STR_30 + 1,092 x Lin_P_30 + 6,986 x
NotLin_P_30 + 3,258 x Kreis_ P_30 — 2,738 x Hype3® +
0,640 x LokMot_VAP_30 — 0,242 x Prog_VCL_120 — 5%
Prog WOB_120 - 0,226 x LokMot P_120 - 0,818 x
LokMot_VAP_120 + 1,789 x NotLin_P_120 + 0,062 x
NotLin_VAP_120

In einem dritten Modell wurden alle fir dieses \Umtsssperma erfassten Parameter einbezo-
gen. In dieser Analyse blieben letztlich folgendeParameter Ubrig: Straightness (STR) der
progressiv motilen Spermien 30 Minuten nach dentaAwgn; Anteil linear progressiv motiler
Spermien 30 Minuten nach dem Auftauen; VAP der thizdar progressiv motilen Spermien
30 Minuten nach dem Auftauen; VAP der kreisformiggressiv motilen Spermien 30 Minu-
ten nach dem Auftauen; VAP der hyperaktiv progressotilen Spermien; Anteil progressiv
motiler Spermien 120 Minuten nach dem Auftauenai§htness (STR) der progressiv moti-
len Spermien 120 Minuten nach dem Auftauen; BCFpategressiv motilen Spermien 120
Minuten nach dem Auftauen; ALH der progressiv nastiSpermien 120 Minuten nach dem
Auftauen; Anteil linear progressiv motiler Spermie20 Minuten nach dem Auftauen; Anteil
kreisférmig progressiv motiler Spermien 120 Minuteath dem Auftauen; Fluoreszenzinten-
sitdt plasmamembranintakter Spermien nach DHR-Féylmach finfzehnminutiger Inkubati-
on nach dem Auftauen; Fluoreszenzintensitat plasnamanintakter Spermien nach DCFH-
Farbung nach zweistiindiger Inkubation nach dem algih und Fluoreszenzindex nach
DCFH-Farbung.

Die Schéatzformel fur diese Regressionsgleichuntgtau

NRR (geschatzt) = 69,788 — 37,154 x Prog_STR_B(B*1 x Lin_P_30 — 0,095 x
NotLin_VAP_30 + 0,128 x Kreis_VAP_30 - 0,040 x
Hyper VAP_30 - 1,433 x Prog P_120 + 42,051 x
Prog STR_120 + 0,978 x Prog BCF 120 - 5,509 x
Prog_ALH_120 + 1,323 x Lin_P_120 + 3,242 x kré? 120 -
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2,170 x DHR_15 + 2,826 x DCFH_2 — 1,633 x DCFidex

Die Differenz zwischen der NRR90 und der anhand dtéten Formel geschatzten NRR
streute zwischen 0,04 und 3,5 Prozentpunkte ber &porhersageleistung von 79,7 % (korri-
giertes R?, p<0,001).
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5 Diskussion

5.1 Untersuchung der Homogenitat von Besamungsportionegleicher Ejakulate hin-

sichtlich Spermienzahl und Spermaqualitat

Ziel des ersten Abschnitts dieser Arbeit war es, ldomogenitdt von Besamungsportionen
aus dem Routineablauf einer Bullenbesamungsstdiilosichtlich Spermienzahl und Sper-
mienvitalitdt zu prifen. Grund waren einige Literaingaben (Bollwein 2005, 2007), welche
auf madgliche Inhomogenitaten hinwiesen. Die imwader in der Besamungspraxis beo-
bachtete Problematik, dass bei der routinemaligegrnsauntersuchung Pailletten unter-
schiedlicher Qualitat gefunden werden oder schwaadkeBefruchtungsegebnisse auftreten,

sind andere Grinde fir diesen Abschnitt.

Von den moglichen Ursachen flr Inhomogenitatenibimich der Spermienzahl pro Paillette
stehen der Vermischungsprozess bei der Spermaverdgrund eventuelle Sedimentations-
effekte im verdinnten Sperma in Vordergrund. Diedsn eigenen Versuchen bzw. in der
Besamungsstation Neustadt a. d. Aisch routinemafgewendete Aquilibrierung des ver-
dinnten Spermas ,im Pool” bei 4 °C Uber mehreran@&tn, d. h. also unter Bedingungen,
unter denen es durchaus zu einer Sedimentatiortedgperaturimmobilisierten Spermien
(Appell et al. 1977) kommen kann, ist wenig vertaeiDas kann der Grund sein, warum
zum Sedimentationsverhalten von Bullenspermien erithrder verschiedenen Phasen der
Spermaaufbereitung keine Literatur gefunden wuhdeder Literatur ist die Spermiensedi-
mentation nur als Methode zur Isolierung der Spentfiiir IVF oder andere spezielle Unter-
suchungen beschrieben (Gledhill 1988, Kobayashl.2004, Krzanowski 1970, Risopatron
et al. 1996).

Anhand des durchgefuhrten Versuchs konnte belegiieme dass Bullenspermien wahrend
der Aquilibrierungszeit bei 4 °C sedimentieren kémnNach einem sorgfaltigen Durchmi-
schen, das Ublicherweise erfolgt, konnte die Inhgendat beseitigt werden. Dadurch wird
die Pramisse fur die gleiche Spermienzahl in aksanungsportionen geschaffen. Die Art
des Durchmischens spielte dabei keine Rolle. Déinsentationseffekt wurde in beiden ge-
nutzten Verdinnern, die sich im Eidottergehalt tstleieden, festgestellt. Aufgrund der ver-
schiedenen Messverfahren bzw. Messeinheiten bé{aletrolle der Spermienzahlen konnten
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die zwei Verdunner jedoch hinsichtlich des GradessSkdimentation nicht miteinander ver-

glichen werden.

In dem Hauptversuch dieses Abschnittes (siehe3&tl.2 und Pkt. 4.1.2) konzentrierte sich
die Untersuchung auf die Unterschiede zwischen Besamungsportionen eines Ejakulates
und weniger auf die Unterschiede zwischen den HEadm. Die Spermienzahl pro Paillette
wurde anhand einer klassischen (Zahlung mittelsmidr@dahlkammer) und einer modernen
Methode (elektronische Zellzahlung, NucleoCouh®P 100) bestimmt. Bei keiner der Ver-
dinnungs- (7 Millionen/Paillette bzw. 14 Million@&dillette) und Verdinnervarianten (Trila-

dyl® bzw. BioXcelf) traten zwischen den Pailletten eines Ejakulatatetdchiede auf, die

eine 10 % Toleranz uberschritten. Der Toleranzbhregsultierte aus Erfahrungswerten der

Routine von Besamungsstationen.

Anzumerken ist, dass es sich um Untersuchungsrabsars einer Bullenbesamungsstation
handelte. Bollwein (2007) fand hohere Unterschieutsichtlich der Spermienzahl pro Pail-
lette zwischen den Besamungsportionen eines Ejasu(&ariationskoeffizient 23,1 %), die

allerdings abhangig von der Bullenbesamungsstatamen.

Die Spermaqualitdt nach dem Auftauen wurde durskfiytometrisch und mittels CASA-
System erfasst. Es wurden hinsichtlich der Spera#édtikeine Unterschiede zwischen den
Besamungsportionen eines Ejakulates gefunden,ichengcht in den Grenzen der vertretba-
ren Toleranz von + 10 % bewegten. Zwischen den Meediinnern, Triladyl bzw. BioX-

cell® konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiiedégestellt werden.

Das Hauptergebnis dieses Abschnittes ist der Bewleiss bei ordnungsgemaler Aufberei-
tung des Spermas die Qualitat der Pailletten eijakulates hinsichtlich Spermienzahl und
Vitalitdt der aufgetauten Spermien homogen ist. k&nem erfassten Parameter traten Diffe-
renzen zwischen Varianten auf, die aus untersdbhesit ZeitrAumen des Konfektionierungs-
ablaufes resultierten. Dieses galt sowohl fur digb&reitung in dem eidotterhaltigen Ver-
dunner TriladyP, als auch fiir die Aufbereitung in dem eidottedreMerdiinner BioXcef,

sowie fUr Verdinnungsgrade, die zu 14 oder 7 Milio Gesamtspermien/Paillette fihrten.

Geht man davon aus, dass — so wie es bei den airsuchen der Fall war — Einfrier- und
Auftaubedingungen standardisiert sind, kann sickstgdlt werden, dass von den Besamungs-
stationen qualitativ einheitliche Ejakulatschardgén die Besamungspraxis zur Verfiigung

gestellt werden kdnnen.
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Hinsichtlich der erfassten Vitalitatsparameter vamdinsbesondere bei Ejakulaten, die von
verschiedenen Bullen gewonnen waren, Unterschietsckien den Ejakulaten nachgewiesen.
Da die Ergebnisse sich mit einigen friheren Arle{t€édss et al 2005, Prathalingam et al.
2006) deckten, wurde die Untersuchung in diesetRichnicht weiter verfolgt. Wie erwartet

ergab die Messung der Spermienmotilitat nach 120uln niedrigere Werte als nach 30

Minuten.

Die groRten Unterschiede traten zwischen den Viammamit 14 bzw. 7 Millionen Sper-
mien/Paillette auf. Das betraf sowohl die Motiligds auch die Zellmembranintegritat sowie
die Mitochondrienaktivitat. Erwartungsgemald lagen \ditalitatswerte bei der Variante mit
7 Millionen Spermien/Paillette z. T. deutlich untéenen der Variante mit 14 Millionen
Spermien/Paillette. Dabei wurde der Einfluss deslWfieners bei der Ermittlung des Prozent-
satzes plasmamembranintakter Spermien besonddit&lleDagegen fanden Prathalingam et
al. (2006) keine signifikanten Unterschiede zwisclpermaproben mit 10 bzw. 60 Millio-
nen Spermien/Paillette hinsichtlich der Zellmembrtaygritdt und des Osmotikresistenztests.

Bei den Proben, die mit dem eidotterhaltigen Vardi Triladyf verdiinnt worden waren,
wurde ein hoch signifikanter Unterschied zwischeen dProben mit 7 Millionen bzw.
14 Millionen Spermien/Paillette gefunden. Beim ¢ididreien Verdiinner BioXcélllagen
die Unterschiede zwischen den Proben mit 7 bzwMilltbnen Spermien/Paillette dagegen
im Mittel nur bei 2,9 %. Die Unterschiede zwisclaen Verdinnervarianten lassen sich mit
der Beeintrachtigung der Ergebnisse der durchfiueszetrischen Messungen durch Eidot-
terpartikel erklaren. Bei den Motilitatswerten wer Verdunnereinfluss nicht so ausgepragt.
Es deuteten sich jedoch auch hier etwas bessere \lerdie BioXcelf-Variante an. Insge-
samt entsprachen die Differenzen zwischen den bedgdinnungsvarianten und der Ein-
fluss der Verdiunner den Ergebnissen friherer Umtbtsngen (Nehring und Rothe 2003,
Sehner 2005).
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5.2 Untersuchungen zum Temperaturregime und zu den Zedtblaufen bei der Sper-
maaufbereitung von der Phase der Spermaverdinnungi® zur Phase des Einfrie-

rens

5.2.1 Einfluss unterschiedlicher Bedingungen bei der Zwéverdiinnung auf die Sper-

maqualitat

Es ist bekannt, dass die Abkihlungsrate des vetdiifdpermas von ca. 30 °C auf 4 °C ein
wichtiger Faktor bei der Gefrierkonservierung vouallBnsperma ist (Chaveiro et al. 2006,
Woelders und Malva 1998, Woelders und Chaveiro 20ddiesem Abschnitt wurde der

Effekt verschiedener Abkihlungsraten wahrend destiReablaufes der Bullenspermapro-
duktion untersucht. Weitere Versuche galten denifli&s des Konfektionierungszeitpunktes

und der Aquilibrierungsdauer bei 4 °C auf die \ittdlder Spermien nach dem Auftauen.

Die gepriften unterschiedlichen Temperaturregimedee Zweitverdiinnung des Spermas
hatten keinen erheblichen Einfluss auf die Speruitalitat nach dem Auftauen. Alle Diffe-
renzen zwischen den Varianten waren nicht signitikaie Variante mit einer definierten
stufenweisen Abkihlung (von 32 °C auf 23 °C und iveediinnung bei 23 °C) zeigte jedoch
leichte Vorteile gegenuber den beiden anderen W Eine Zwischentemperierung bei
Raumtemperatur, wie sie in vielen Besamungsstatiamgewandt wird, erscheint aber auch
vertretbar. Auch andere Arbeiten (Chaveiro et @& Dhami et al. 1992, Januskauskas et al.
1999, Woelders und Chaveiro 2004) belegen, dadgesem Temperaturbereich eine langsa-
me Abklhlung des verdinnten Spermas Vorteile gdgamainer schnelleren Abkuhlung
zeigt. Die Variante, bei der die Abkihlung des viemten Spermas bereits durch eine Zweit-
verdiinnung mit einem auf 4 °C gekihlten Verdlinmegedeitet war, ergab die schlechtesten

Ergebnisse und erscheint damit ungeeignet.

Eine schnellere Abkuhlung des vorverdinnten SpeimaBereich von 32 °C bis 23 °C, die
im Wasserbad bei 23 °C erreicht wurde, zeigte eiMgrteile gegeniber einer etwas langsa-
meren Abkuhlung, die bei Raumtemperatur erreichtde/uDiese Ergebnisse spiegeln die
optimale Abkuhlungskurve, die von Woelders und @&av(2004) dargestellt wurde, wieder.
Die eigenen Laboruntersuchungen weisen daraufdass die Proben von verschiedenen Bul-
len unterschiedlich auf die Abkihlungsrate im Behnevon 32 °C bis 23 °C reagieren. So

kann die Abkiihlung des Spermas zwischen Vor- undvEminnung bei Raumtemperatur
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leichte Vorteile beziiglich der Spermienvitalitdchadem Auftauen flr einigen Bullen mit

empirisch ,schlechten” Einfriereigenschaften bringe

5.2.2 Einfluss unterschiedlicher Bedingungen der Aquilibierung und des Konfektio-

nierungszeitpunktes auf die Spermaqualitat

Im zweiten Teil dieses Abschnittes konnte gezeigtden, dass eine Konfektionierung des
verdunnten Spermas nach der Aquilibrierung bei 4&€sere Motilitatswerte nach dem Auf-
tauen erbringt als die Abfillung in Pailletten beyeorher bei Raumtemperatur. Begrindung
fur diesen Befund konnte die schnellere Abkuhlgesatigkeit des verdinnten Spermas in
Pailletten sein. In Gegensatz zu den ErgebnissarQi@aveiro et al. (2006) waren in den ei-
genen Untersuchungen die Unterschiede der Speritakté nach dem Auftauen zwischen

langsamerer und schnellerer Abkuhlung deutlichegapragt.

Eine Zwischentemperierung von 60 Minuten in dentidahen Temperaturbereich um 16 °C
hat widerspriichliche Ergebnisse erbracht. Die Algidrung in Pailletten hatte in diesem
Fall eine leicht positive Tendenz auf die Spermietilitét nach dem Auftauen. Die Motili-
tatswerte des aufgetauten Spermas aus den beidemtéa mit Zwischentemperierung bei
16 °C blieben jedoch insgesamt signifikant unter Wéerten aus der Variante Konfektionie-
rung nach Aquilibrierung ohne Zwischentemperierudigss bestéatigten die Ergebnisse ande-
rer Arbeiten, welche ebenfalls feststellten, dase sehr schnelle Abkihlung (Abkihlrate
tber 1 °C/Minute), sowie eine sehr langsame Abkidpl(Abkihlrate unter 0,2 °C/Minute)
des verdinnten Bullensperma einen deutlich negatifiekt auf die Spermienmotilitat nach
dem Auftauen hat (Chaveiro et al. 2006, Dhami efi@92, Januskauskas et al. 1999, Woel-
ders und Chaveiro 2004).

5.2.3 Einfluss der Aquilibrierungsdauer auf die Spermaquaditat

Neben der Abkiihlung des verdinnten Spermas auf idt°@ie Aquilibrierung bei 4 °C fir
mehrere Stunden vor dem Einfrieren ein weiterehtiger Punkt der Gefrierkonservierung

des Bullenspermas. Die Dauer der Aquilibrierungnisher wieder sowohl unter biologischen
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als auch arbeitsorganisatorischen Gesichtspunkiterkantroverses Thema (Dhami et al.
1992; Vishwanath und Shannon 2000). Die meist lz¢@tProtokolle der Gefrierkonservie-
rung von Bullensperma beinhalten eine Aquilibrigysatauer von drei bis vier Stunden. Die
Empfehlungen einer optimalen Aquilibrierungsdauariieren zwischen zwei (Wiggin und

Almquist 1975) und 18 Stunden (Foote und Kaproth2®Muifio et al. 2007). Die am meis-
ten benutzten Gefrierkonservierungsprotokolle baliein eine Aquilibrierungsdauer von drei
bis vier Stunden (Kupferschmied 1993).

Bei den eigenen Versuchen wurden acht Variantermuilibrierungszeiten von einer bis 48
Stunden miteinander verglichen. Es soll noch eirstaghuf verwiesen werden, dass die Aqui-
librierung des verdinnten Spermas im ,Pool” erfelghd die Gesamtspermienzahl/Paillette
12 Millionen betrug. Alle ausgewerteten Vitalitiéspmeter zeigten in Ubereinstimmung,
dass mit zunehmender Dauer der Aquilibrierung b¥t 4lie Vitalitatswerte der gefrierkon-

servierten Spermien nach dem Auftauen ansteigen.

Obwohl die Streuungen zwischen den Varianten umdEjakulaten hoch sind und die ver-
schiedenen Vitalitdtsparameter sich nicht immeichleerhalten, lassen sich hinsichtlich der
Aquilibrierungsdauer einige Schlussfolgerungen eiehBei der Gefrierkonservierung von
Bullensperma beeinflusst die Aquilibrierungsdaugr Mlotilitat der Spermien und die In-
taktheit von Zell- und Akrosomenmembran lebendesr@pen nach dem Auftauen. Die Wer-
te steigen zwischen eine Stunde und 48 StundenliBgeiungsdauer an. Eine Aquilibrie-
rungsdauer unterhalb von zwei Stunden ist zu kurzpptimale Auftauwerte zu erhalten. Im
Bereich zwischen drei bis finf Stunden Aquilibriegsdauer gibt es leicht ansteigende Auf-
tauwerte. Die Differenzen sind gering, allerdings @. T. statistisch gesichert. Die ubliche
Verfahrensweise, die von einer Mindestaquilibrigggolauer von drei Stunden ausgeht, ist
damit bestatigt. Auch nach einer Aquilibrierung KiBd — 48 Stunden lassen sich noch gute

Auftauwerte erzielen.

Foote und Kaproth (2002) fanden kleine, aber sigmit bessere Auftauwerte nach 18 Stun-
den Agquilibrierungsdauer im Vergleich zu einer sténdigen Aquilibrierungsdauer. Im
Feldversuch wurden keine signifikanten Unterschieabsichtlich der NRR56 zwischen den
beiden Aquilibrierungsvarianten festgestellt. Fig Wersuche benutzten die Autoren einen
vollmilchhaltigen Verdunner.

Die Glyzerolaufnahme durch die Spermien erfolgtr ssthnell (Berndtson und Foote 1969,
De Leeuw et al. 1993). Da Muifio et al. (2007) fiedtien, dass im Fall eines eidotterfreien
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Verdiinners eine langere Aquilibrierungsdauer nidah gleichen positiven Effekt hatte,
scheint die Wechselwirkung der Lipoproteine desolEeats mit der Spermienmembran maogli-

cherweise der entscheidende zeitabhangige Effekéiru

In wieweit der positive Effekt einer langeren Adjilerungsdauer sich auch positiv auf die

Besamungserfolge auswirkt, ist in weiteren Untensagen zu klaren.

5.3 Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitdtsp arametern nach Zusatz von

Oxyfree® Premix zum Verdiinner

Die Anwesenheit und Bildung von ,reaktiven Saudfsipezies" (Sauerstoffradikale, ROS)
spielen eine wichtige Rolle fur die Spermienphysji¢ und die Befruchtungsfahigkeit. Man
ist sich daruiber einig, dass die ROS in physioldgs Konzentrationen an der Spermienka-
pazitation und Auslésung der Akrosomreaktion bigfedind (Aitken 1995, O Flaherty et al.
1999; Rivlin et al. 2004; Stefanov et al. 2004)ehhéhten Konzentrationen fihren die ROS
zu Funktionseinschrankungen der Spermien, vor afleriviotilitdtsverlusten und verminder-
ter Fertilitdt (Aitken 1994, Aitken et al. 1996, rAstrong et al. 1999, Biladeau et al. 2000;
Breininger et al. 2005, Brouwers und Gadella 200Flaherty et al. 1999). Wahrend der
Gefrierkonservierung von Bullensperma, insbesondeéilerend des Einfrierens und Auftau-
ens, steigt die ROS-Konzentration im Sperma (Chatteund Gagnon 2001; Morani et al.
2004). Um Spermien gegen eine Schadigung durch w&fend des Gefrierkonservierungs-
prozesses zu schiitzen, versucht man seit einidea, en Verdiinnungsmedien Antioxidan-
tien zu zusetzen (Bilodeau et al. 2001, 2002, Bomgeal. 2004, Foote et al. 2002, Sehner
2005). Da milchhaltige Verdinner weniger verbresigid und hier ein Antioxidantienzusatz
auch keine Verbesserung der Qualitat bringt (Febtd. 2002), konzentrierte man sich mehr
auf eidotterhaltige Verdunner, die laut Bilodeawalet(2002) eine eingeschrankte antioxidati-

ve Kapazitat besitzen.
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5.3.1 Ermittlung von Spermienvitalitdts- und Fertilitatsp arameter nach Zusatz von
Oxyfree® Premix zu den Verdiinnern Triladyl® und BioXcell®

In eigenen Versuchen wurde das neu auf dem Mangeéihrte antioxidantienhaltige Premix
(Oxyfre€® Premix, IMV Frankreich) fir Bullensamen verwendet. ersten Teil dieses Ab-
schnitts liegt das Hauptaugenmerk auf der Fradestelinwieweit ein Zusatz von Oxyfrée
Premix eine bessere Spermaqualitét nach dem Auftaedingt. Aul3erdem wurde untersucht,
ob die Befunde sich bei Verwendung eidotterhaltigeer eidotterfreier Verdinner unter-

scheiden.

Der dazu durchgeflhrte eigene Laborversuch bettatig in anderen Studien beschriebene
(Bilodeau et al. 2001; Stefanov et al. 2004) Steigg der Spermienmotilitét durch einen Zu-
satz von Antioxidantien. Der Anstieg des Anteilstieo und progressiv motiler Spermien
war beim eidotterhaltigen Verdiinner TrilaBileutlicher. Beim eidotterfreien Verdiinner Bi-
oXcell® war der Motilitatanstieg nach Zusatz von Oxyftescht signifikant. Das steht im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Gerard et @072 Diese fanden einen signifikanten
Motilitatanstieg nach Zusatz von Oxyffeaur im Fall des Verdiinners BioXc&lund nicht
signifikant bei einem eidotterhaltigen Verdinnem. bereinstimmung mit Gerard et al.
(2007) wurden durch Zusatz von Oxyffedie Spermiengeschwindigkeit und die seitliche
Kopfauslenkung unabhangig vom Verdiinner signifikenfitoht. Der Oxyfré&Zusatz zeigte
einen positiven Effekt auch hinsichtlich des Arggillasmamembranintakter Spermien mit

intaktem Akrosom. Dieser Effekt war wiederum beindéerdiinner Triladyi deutlicher.

Der Zusatz von Antioxidantien brachte bessere Amierte auch bei Schafbock- (Santiani et
al. 2004) und Hundesperma (Michael et al. 2007unidzer et al. (2005) fanden dagegen kei-

ne Verbesserung der Auftauwerte des Pferdsperntiiszwsatz von Antioxidantien.

Durch weitere Laboruntersuchungen konnte gezeigteve dass wéahrend einer vierstindi-
gen Inkubation des aufgetauten Spermas, der ox@l&tiress und die Lipidperoxidation kon-
tinuierlich steigen. Zu gleichen Ergebnissen karagoh Baarz (2006), Ball et al. (2001a),
Heczko (2004) und Sreejith et al. (2006). Durch @asatz von Oxyfréekonnte der Anstieg
von oxidativem Stress und Lipidperoxidation bei deerdiinner BioXceft geringfiigig ge-
dampft werden. Bei der Verdiinnervariante Tril&dyatte der Zusatz von Oxyff@aicht den

gleichen Effekt. Hier stiegen die Werte im Verglteur Kontrollvariante ohne Oxyfr8eso-
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gar leicht an. Generell zeigen die BioX&ellarianten héhere Werte fiir oxidativen Stress

und Lipidperoxidation als die Trilad{4Varianten.

Unabhangig von dem Antioxidantienzusatz konnte bkctii des Vergleichs zwischen einem
eidotterhaltigen und einem eidotterfreien Verdinmash einmal belegt werden, dass die An-
teile motiler und progressiv motiler Spermien und 8permiengeschwindigkeit in einem
eidotterfreien Verdunner hoher sind (Aires et D2, Gil et al. 2000, Janett et al. 2005, Neh-
ring und Rothe 2003, Sehner 2005). So ermitteltemrét et al. (2005) héhere Spermien-
geschwindigkeiten in Proben, die mit einem eidbtiiigen Verdinner verdinnt waren. Thun
et al. (2002) beobachteten bei allen untersuchtbotparametern bessere Ergebnisse in der
eidotterhaltigen Variante als in einer eidottedreiVariante. Die eigenen Untersuchungen
belegen ebenfalls, dass die Spermien der eidoltigdraVerdinnervariante eine gréRere seit-

liche Kopfauslenkung und somit ein vergleichsweisgindertes Bewegungsmuster haben.

Der Anteil plasmamembranintakter Spermien mit itdek Akrosom war hdher in der Ver-
dunnervariante Trilad§l Das stimmt tiberein mit den Ergebnissen von Jaedt. (2005),
Muifio et al. (2005), Thun et al. (2002). Heroldaét(2003) und Sehner (2005) beobachteten
dagegen keinen Unterschied zwischen eidotterhaltiged eidotterfreien Verdinnern hin-

sichtlich des Anteils lebender Spermien.

Der eidotterhaltige Verdiinner Triladykeigte eine héhere antioxidative Kapazitat im Ver-
gleich zum eidotterfreien Verdinner BioXelDie Werte fiir oxidativen Stress und Lipidpe-
roxidation waren in der Verdiinnervariante Trildtyiedriger signifikant als in der Verdiin-
nervariante BioXcefl. Eine Stimulation des oxidativen Stresses mittssserstoffperoxid

bzw. Butylhydroperoxid wurde im Verdiinner Trila8ydesser kompensiert.

Der Feldversuch zeigte, dass zwischen den Variasttee und mit Zusatz von Oxyffekin-
sichtlich des Befruchtungserfolges kein signifilantnterschied bestand. Bei den Varianten
mit Zusatz von Oxyfrégwar im Vergleich zu den Kontrollvarianten ein rigérer Befruch-
tungserfolg zu erkennen. Nur bei einem von vieldukeigte sich eine kleine Verbesserung
im Besamungserfolg bei den Varianten mit Zusatz @omfre€”. Gerard et al (2007) hatten
liber etwas bessere Befruchtungsergebnisse nachekémng von Oxyfrée berichtet. In
dieser Arbeit konnte bei zwei von acht Bullen dienNReturn-Rate nach 90 Tagen (NRR90)
durch Zusatz von Oxyfr&esignifikant verbessert werden. Bei den anderereBukaren die
Unterschiede zwischen den Varianten mit und ohneazuvon Oxyfre® nicht signifikant,

wobei auch hier bei drei Bullen niedrigere NRR9@raten. Es soll auch darauf hingewiesen
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werden, dass in der genannten Studie mit BullerRésise Holstein gearbeitet wurde und die
Befruchtungserfolge im Mittel unterhalb von 60 % R®O lagen. Dabei hatte der Bulle mit
der niedrigsten NRR9O in der Kontrollvariante diéehste NRR-Steigerung nach Behandlung
des verdiinnten Spermas mit OxyfteBies stimmt mit den eigenen Ergebnissen tibebn.
einzige Bulle, der eine leichte Verbesserung deRBIR nach Zusatz von Oxyff@eeigte,
erzielte die niedrigste NRR90 in den Kontrollvatem Diese Ergebnisse bestatigen die kirz-
lich veroffentlichte Herstellerangabe (IMV, Frankit®, die eine Verbesserung der NRR nur

von Bullen mit schlechter oder mittelmafiger Fedilzusagt.

Die im eigenen Versuch erzielte NRR9O0 liegt bei derdiinnervariante BioXcélIniedriger
als bei der Verdiinnervariante TrilallyDieses Ergebnis stimmt mit den Erfahrungen eiige
Autoren (Hurtado 1998, Schneider et al. 2002, SeRf65) lberein, steht aber gleichzeitig
auch im Widerspruch zu den Vero6ffentlichungen vare# (2003). Gil et al. (2000) fanden
keinen Unterschied im Befruchtungserfolg zwischesd@nungsdosen, die mit eidotterhalti-
gen bzw. eidotterfreien Verdiinnern verdinnt waidrun et al. (2002) fanden bessere NRR
nach Verwendung von eidotterhaltigen VerdinnernBiillen der Rasse Simmental und bei
eidotterfreien Verdunnern fir Bullen der Rasse afs Hier muss darauf hingewiesen wer-
den, dass die Versuche z. T. mit Verdunnern urtteedticher Zusammensetzung von unter-
schiedlichen Herstellern durchgefihrt wurden. AdBer wurde im eigenen Versuch von
einer Spermienkonzentration von 10 Millionen Gesgatmien/Paillette ausgegangen. Somit

sind direkte Vergleiche nicht immer mdglich.

Es ist weitestgehend akzeptiert, dass 15 MillioG&samtspermien/Paillette ausreichen, um
einen zufriedenstellenden Befruchtungserfolg zuelm. Voraussetzung daflr ist, dass etwa
50 % der Spermien den Einfrier-Auftau-Prozess iberh (Shannon und Vishwanath 1995,
Vishwanath und Shannon 2000). Im Sinne der zidueen und 6konomischen Effektivitat
und um ausreichend Besamungsdosen von Spitzenbrlieproduzieren, sind die Besa-
mungsstationen an einer Reduzierung der Spermi#Beahmungsportion interessiert. Das
kann jedoch mit Risiken verbunden sein und ers¢meinvertretbar, wenn das Befruchtungs-
ergebnis stabil bleibt. Um eventuellen Qualitaisd &ruchtbarkeitsverlusten durch Erhéhung
des Verdiunnungsgrades vorzubeugen, konnen verstl@e8ichutzmittel wie z. B. Antioxi-

dantien angewendet werden.
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5.3.2 Ermittlung von Spermienvitalitats- und Fertilitatsp arametern nach Zusatz von
Oxyfree® Premix zum Triladyl®-Verdiinner und der Erhéhung des Verdiin-

nungsgrades

In diesen Abschnitt wurde weiter untersucht, wetclgfekt der Zusatz von Oxyfr8ebei

einem erhohten Verdinnungsgrad auf gefrierkonseeddullensperma hat.

Eine Reduzierung der Gesamtspermiezahl/Paillettee heinen deutlichen Motilitatverlust
(siehe auch Pkt. 5.1) zur Folge. Auf ahnliche Engede kamen auch Ballester et al. (2007)
und Nehring und Rothe (2003). Letztere wiesen dilhgs auf bullenspezifische Effekte hin.
Bei den eigenen Versuchen unterschied sich dien8pegeschwindigkeit bei den Varianten
mit niedriger Spermienzahl nicht signifikant vonnd€arianten mit normaler Spermienzahl.
Der Anteil plasmamembranintakter Spermien mit iteak Akrosom nach dem Auftauen
zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen aeei Verdiunnungsvarianten. Das wi-
derspricht den Ergebnissen von Ballester et aD{20ie signifikante Unterschiede zwischen
den Verdinnungsvarianten fanden. Allerdings wuriée mit einer niedrigeren Gesamtsper-

mienzahl/Besamungsportion gearbeitet als im eig&esauch.

Durch Zusatz von Oxyfréekonnte der Motilitatverlust, der bei der Kontra@hante mit nied-

rigerer Spermienzahl auftrat, aufgehoben werdens&wen der Kontrollvariante mit norma-
ler Spermienzahl und den Varianten mit Zusatz veryf@e® mit bzw. ohne erhohten Ver-
dinnungsgrad wurden keine signifikanten Unters@hieunittelt. Erst nach 120 Minuten In-
kubationszeit konnten signifikante Unterschiedesziven den Varianten mit 14 bzw. 8 Milli-
onen bei der Verdinnervariante unter Zusatz vonfi@gy festgestellt werden. Die Sper-
miengeschwindigkeit wurde durch Zusatz von Oxyirée beiden Verdiinnungsvarianten
deutlich erhéht. Der Anteil plasmamembranintaktpergien mit intaktem Akrosom wurde

dagegen nur geringfiigig vom OxyffeZusatz beeinflusst.

Hinsichtlich des Schutzes gegen Lipidperoxidationl wxidativen Stress zeigte der Zusatz
von Oxyfre& keinen Einfluss. Wahrend hinsichtlich der plasmarnintakten (pmi) Sper-
mien nach DCFH-Farbung (pmiDCFH) in Oxyffe®arianten niedrigere Werte auftraten,
wurde kaum eine Veranderung bei den pmiBodipy- pmiDHR-Werten festgestellt. Zwi-
schen den pmiBodipy-, pmiDCFH- und pmiDHR-Werter wlem Verdinnungsgrad konnte

eine positive Korrelation ermittelt werden. Diesd&folgende Schlussfolgerung zu: Je niedri-
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ger die Spermienzahl im Messansatz war, desto welR@®S wurden durch metabolische
Prozesse produziert. Hinsichtlich der antioxidativapazitat einzelner Spermien kann dar-

aus keine Schlussfolgerung gezogen werden.

Der zweite Feldversuch dieses Abschnittes bracheréischenderweise andere Ergebnisse
als erwartet. Obwohl unter Bertcksichtigung der |Zddr einbezogenen Versuchstiere im
Vergleich zwischen den Verdinnungsvarianten (14 .b8wMillionen Gesamtspermien-
zahl/Paillette) ohne Zusatz von Oxyffdesine signifikante Differenz ermittelt werden konn-
te, erzielte die Variante mit niedrigerer Spermariazm Durchschnitt erkennbar bessere Be-
fruchtungsergebnisse. Bei vier von sechs Bullerdewin signifikant besserer Befruchtungs-
erfolg bei der Verdiinnungsvariante mit 8 Milliongpermien/Paillette erzielt. Bei einem wei-
teren Bullen war das Ergebnis fast gleich und rireinem Bullen war der Besamungserfolg
niedriger als bei der Kontrollvariante mit 14 Millien Spermien/Paillette. Beim Bullen A, bei
dem der Unterschied am deutlichsten war, wurde garenge Anzahl von Erstbesamungen
(EB) durchgefuhrt. Grund dafur war, dass der Balke,schlechter Befruchter* bekannt war
und wenig eingesetzt wurde. Interessanterweise evbel diesem Bullen, der bei normaler
Spermienzahl/Paillette niedrigere NRR9O erzieltx, Besamungserfolg durch einen héheren
Verdinnungsgrad um etwa 14 Prozentpunkte verbed3artlie Anzahl der EB gering war
und ein eventueller Einfluss durch den Besamunbstker nicht ausgeschlossen werden

konnte, sind die Ergebnisse fir diesen Bullengbdacht aussagekratftig.

Die eigenen Feldergebnisse widersprechen Befunddarer Arbeiten (Nehring und Rothe

2003, Shannon und Vishwanath 1995), wobei diesE mit anderen Gesamtspermienzah-
len/Paillette arbeiteten und andere Rassen undiviest verwendet wurden. Es soll auch
erwahnt werden, dass im eigenen Feldversuch miBésamungsdosen vorwiegend Altkihe
besamt wurden. Da auch bullenspezifische Effeks&utiert werden (Bollwein et al. 2005,

Bollwein 2007, Koss et al. 2005), ist ein direkt&argleich mit anderen Arbeiten kaum mag-
lich.

Der Zusatz von Oxyfréehat bei der Verdiinnungsvariante 14 Millionen dess@nungser-
folg bei vier Bullen etwas verbessert und bei weitezwei Bullen erkennbar verschlechtert,
so dass im Durchschnitt bei der Verdinnungsvariadtdillionen kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Varianten ohne und mit Ox§ffestgestellt wurde. Bei der Variante
mit der niedrigeren Spermienzahl/Paillette und u@esatz von Oxyfree deutete sich ein

Abfall des Besamungserfolges im Vergleich zu defcofjlen Verdinnungsvariante ohne Zu-
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satz von OxyfreBan. Nur bei einem Bullen wurde der Besamungserdoigh Zusatz von
Oxyfre€® verbessert. Auch hier lieR sich im Vergleich derisinten mit Zusatz von Oxyfrée
erkennen, dass der Besamungserfolg bei der Verdigsmariante 8 Millionen etwas besser

als bei der Verdiinnungsvariante 14 Millionen war.

Die Verbesserung der Spermienmotilitdt durch Zusatz Oxyfre& konnte im Feldversuch
im Durchschnitt fur alle Bullen nicht als Besamuerdslg bestatigt werden. Gleiches galt

auch fur die Verdunner- und Verdinnungsvarianten.

Der Zusatz von Oxyfréekonnte die Lipidperoxidationsrate nur geringfiigigj Her Verdiin-
nervariante-BioXcefl verringern. Bei der Verdiinnervariante-Trilatigeigte der Oxyfree-
Zusatz keine Verringerung der Lipidperoxidationsr&enerell traten bei der Verdinnervari-
ante-TriladyP und in den Varianten mit niedrigerer Spermienzailitte etwas geringere

Lipidperoxidaxionsraten auf.

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dassichilich des Besamungserfolges die
Ejakulate einzelner Bullen unterschiedlich auf \{ender, Verdinnungsgrad und den Zusatz
von Oxyfre&® zum Verdinner reagieren. In der Praxis einer Besgssiation ist es daher
schwierig, fur jeden Bullen die beste Verdinnemaiie und somit mehrere verschiedene Ver-
dunner zu benutzen. Da letztendlich der Besamufajgezrdhlt, ist weiter ein eidotterhaltiger

Verdunner zu empfehlen.

Da die Ejakulate bzw. Spermien so unterschiedlichden Zusatz von Oxyfréeum Ver-
dunner reagieren, u. a. mit Verschlechterung desiBengserfolges, scheint Oxyffdesine
Losung fur einen Antioxidanszusatz, insbesondarsitintlich eines Verdinnungseffektes, zu

sein.

5.4 Untersuchungen zur Ermittlung des fertilitatsprognostischen Wertes der sperma-

tologischen Parameter der gefrierkonservierten Butnspermien

Ziel der eigenen Untersuchungen war es, Parameteerkonservierter Bullenspermien zu

finden, anhand derer die Fruchtbarkeit eines Budiegeschatzt werden kann.

Besondere Merkmale des vorliegenden Versuchs smdchahe Anzahl der durchgefiihrten

Erstbesamungen und untersuchten Ejakulate, sowididéte Zusammenhang zwischen dem
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untersuchten Sperma und der im Besamungsversuctietten Fertilitat. Fir diesen Versuch
wurden Besamungsportionen mit 10 Mio. Gesamtsperiallette verwendet. Es wurde
versucht, mit den Versuchsbesamungsdosen vorwie§ikidthe zu besamen. Die NRR wur-

de pro Ejakulat erfasst.

Da die Fertilitat ein multifaktorialler Prozess @mann 1989, Graham 2001, Rodriguez-
Martinez 2003), wurde versucht, eine grof3e Anzam Rarametern, sowohl von origindrem

als auch von gefrierkonserviertem Sperma zu enfasse

Mit dem verwendeten CASA-System wurde eine Vielaam Motilitdtsparametern fur ver-

schiedene Spermiensubpopulationen sowohl fiir d@igs als auch fur gefrierkonserviertes
Bullensperma bestimmt. Hauptsachlich wurden dieedatund Geschwindigkeiten der moti-
len und progressiv motilen Spermien sowie Geschgkmiten und Bewegungsparameter

verschiedener Subpopulationen der Spermien ermittel

Da es das Hauptziel dieses Versuchs war, Zusammegeatz@vischen den Qualitatsparametern
der Spermien und der Fertilitat bzw. NRR zu findemyden die Zusammenhénge zwischen

den verschiedenen Parametern hier nicht dargestelltiskutiert.

Wie erwartet (Defoin et al. 2007, Muifio et al. 200homas und Garner 1994, Vyas et al.
1992), lagen die Werte des gefrierkonservierterieBspermas grof3tenteils signifikant unter
den Werten des origindren Spermas. Ursache sinBealastungen der Spermien beim Ein-
frieren und Auftauen (Watson 2000).

Von allen erfassten Parametern des origindrn Spgemes nur der Parameter VAP der ge-
samten Spermienpopulation einen Zusammenhang z&9NRwf. Bei allen anderen Sper-
mienqualitatsparameter des originaren Spermas wuleime signifikanten Korrelationen zur
NRR90 gefunden.

Von den insgesamt 68 Parametern, die sich auf dageidkonservierte Sperma beziehend
erfasst wurden, wiesen nur elf Parameter bedeuts@mnelationen zur NRR90 auf. Neben
den zehn kinetischen Parametern, die mittels CA8#tedn erfasst wurden, wies auch die
Fluoreszenzintensitat plasmamembranintakter Sparmech DCFH-Farbung 15 Minuten
nach dem Auftauen (pmiDCFH_15) einen ZusammenhanlRR90 auf. Die Korrelationen
zwischen der NRR90 und den relevanten Parametgenlam Bereich von r = 0,36 bis
r = 0,50 und sind damit betrefend der spermatobtbgis Untersuchungen als relativ hoch zu

bewerten.
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In der eigenen Studie wurden keine Zusammenhénggclzen den mittels CASA-System
ermittelten Anteilen motiler bzw. progressiv matil8permien bzw. der geschatzten Sper-
mienmotilitdt und NRR gefunden. Das bestétigt digebnisse von Brandt (1999), Graham
(1994), Soderquist et al. (1991) und Volz (1990)dére Autoren fanden dagegen signifikan-
te Zusammenhange zwischen Spermienmotilitdt undliigr(Baltissen 2007, Budworth et
al. 1988, Christensen et al. 1999, Farell 1998a6i2008, Hallap et al. 2004, Kjeastad et al.
1993). Die in der eigenen Studie festgestellteramumenhange zwischen der Maotilitat (An-
teil motiler und progressiv motiler Spermien) undr NRR von r=0,11 bis r=0,26
(p > 0,05) liegen deutlich unter den Korrelationdie von Baltissen (2007) mit r = 0,39,
Budworth et al. (1988) mit r = 0,39, Farell (1998)t r = 0,34, Gillan (2008) mit r = 0,67,
Januskauskas et al. (2003) mit r = 0,43 — 0,61 Radrik und Jaakma (2004) mit r = 0,69
festgestellt wurden. Allerdings sind zwischen de@&undien und der eigenen Arbeit unter-
schiedliche Versuchsbedingungen festzustellen. Zethwurden andere Messsysteme, Pa-
rameterdefinitionen und andere Verdunner verweridas untersuchte und besamte Sperma
stammt von Bullen verschiedener Rassen und versshén Alters (in der eigenen Arbeit:
Fleckviehbullen tGber sechs Jahre). In den meistbeiten wurde die NRR nach 56 Tagen (in
der eigenen Arbeit nach 90 Tagen) erfasst. Zum Kagtien auch andere Verdunner zur An-
wendung (in der eigenen Arbeit ein eidotterhaltigerdinner). Die unterdurchschnittlichen
Motilitdtswerte einiger Bullen, bei denen eine ithechschnittiche NRR ermittelt wurde,
zeigen, dass die Motilitatswerte von gefrierkonsstem Sperma fur die Vorhersage des Be-

fruchtungserfolges nicht besonders aussagekratgg sind.

Die Geschwindigkeitsparameter der Spermien nachAlgftauen zeigten signifikante Korre-
lationen (r = 0,40 bis r = 0,44;90,02) zu dem NRR90. Das entspricht friiheren Engskn
von Gillan et al. (2008), Hallap et al. (2004) uk@estad et al. (1993). Gillan et al. (2008)
berichteten Gber eine Korrelation von r = 0,63 zlen den Parametern VSL und NRR. Hal-
lap et al. (2004) fanden eine Korrelation von r,40zwischen den Parametern VAP und
NRR. Baltissen (2007) fand dagegen keinen Zusamamgnlzwischen den Geschwindig-

keitsparametern und der NRR.

Fur die Parameter Linearity, Straightness und Webilirde eine negative Korrelation zur
NRR90 festgestellt. Zusammenhange zwischen Lineantd NRR wurden auch von anderen
Autoren beobachtet (Bailey et al. 1994, Januskauskal. 2001, 2003,). Dagegen fand Bal-

tissen (2007) zwischen den gleichen Parameterrek&gnifikanten Korrelationen. Der Zu-
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sammenhang zwischen den Parametern BCF und NRRpdeBaltissen (2007) festgestellt
wurde, konnte durch eigene Untersuchungen bestdggien. Allerdings wurde bei den ei-
genen Untersuchungen der mit der NRR korrelierd8dE-Wert nach einer Inkubationszeit

von 120 Minuten nach dem Auftauen erfasst.

Der von Gillan et al. (2008), Januskauskas et28l08) und Kasimanickam et al. (2006) be-
schriebene Zusammenhang zwischen dem Anteil plasménmanintakter Spermien und der
NRR konnte hier nicht bestatigt werden. Auch Bg@@06) und Bollwein et al. (2004) fan-

den keine bedeutsamen Zusammenhange zwischen &assenetern.

Der in verschiedenen Untersuchungen an bovinerar@B2006, Bollwein et al. 2008, Balla-

chey et al. 1987, Kasimanickam et al. 2006), equillirienke 2003) und humanem Sperma
(Boe-Hansen et al. 2005) festgestellte Zusammenbhesgrhen den Parametern DFI (DNA
Defragmentierungsindex) und NRR, konnte durch egémmtersuchungen nicht bestétigt
werden. Auch Hallap et al. (2005) und Madrid-Bustaal. (2005) fanden keinen direkten
Zusammenhang zwischen Chromatinstatus und Fdrtiitizar et al. (2002) fanden dagegen
einen Zusammenhang dieser Parameter in origindpam®, aber nicht in gefrierkonservier-

tem Sperma.

Von den Parametern, welche die Lipidperoxidatiod den oxidativen Status beschreiben,
korrelierte die Fluoreszenzintensitat plasmamembtakier Spermien nach DCFH-Farbung
15 Minuten nach dem Auftauen signifikant mit derRIRDie in den eigenen Untersuchungen
ermittelte Korrelation von r = 0,47 (p = 0,008) ldgutlich Gber der Korrelation von r = 0,16 ,
welche von Baarz (2006) ermittelt worden war. B4@2@06) fand allerdings Gberhaupt keine
signifikanten Zusammenhange zwischen den WerterlLiggaperoxidation, dem oxidativen
Status und NRR. Weitere Arbeiten, die sich mit &men Zusammenhé&ngen befassen, sind

dem Autor nicht bekannt.

Insgesamt haben wenige der Spermienqualitédtspagaraat einem niedrigen bis mittleren
Niveau mit der Fertilitat korreliert. Praktikableokhersagen des Befruchtungspotentials der
Ejakulate bzw. der Bullen sind damit nicht mégli€ramit stiitzen die Ergebnisse dieses Ver-
suches die Aussage verschiedener Autoren, wel@&&udiiersuchung nur einzelner Sperma-
gualitatsparameter zur Vorhersage der Befruchtdhjgeit fir nicht ausreichend halten
(Graham 2001, Rodriguez-Martinez 2003). Deshalldenirberprift, in wieweit eine Kombi-
nation und Gewichtung der verschiedenen Spermddgtsgarameter eine verbesserte Vorher-

sage bezuglich der Fertilitat zulasst.
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Ahnliche Modelle der multilinearen Regressionsasalyur Vorhersage der Fertilitat des Bul-
lenspermas wurden von mehreren Autoren verwendeta(® 1989, Baltissen 2007, Bud-
worth et al. 1988, Farrell et al. 1998, Gillan 2808, Januskauskas et al. 2000, 2001, 2003,
Kasimanickam et al. 2006, Phillips et al. 2004,tdaglione und Ritta 2004, Thomas et al.
1998).

In den ersten zwei Modellen wurden alle mittels @ASystem erfassten Parameter in einer
multilinearen Regressionsanalyse berticksichtigtteldi der Regressionsanalyse konnte durch
eine Kombination von sechs Parametern (erstes NJaeé Vorhersageleistung fir die NRR
von 66 % bestimmt werden. In das zweite ModellRegressionsanalyse flossen 14 Parame-
ter des CASA-Systems ein, und die Vorhersagelegstian Fertilitat in Form von NRR stieg
auf 93 %. Damit wurden die Ergebnisse von Gillaale{2008) bestatigt, die mit verschiede-
nen CASA-Parametern Uber eine neunzigprozentigbéreageleistung der NRR berichteten.
Farrell et al. (1998) dokumentierten, je nach Kamakion, eine Vorhersageleistung der NRR
zwischen 63 % und 98 %.

Die Parameter Straightness der progressiv motilgermsien, Anteil nichtlinear progressiv
motiler Spermien und Anteil kreisformig progressiotiler Spermien 30 Minuten nach dem
Auftauen, die bereits einzeln mit der NRR korrééar waren auch in der Schatzformel wie-
der zu finden. Obwohl die Parameter Wobble und \dét progressiv motilen Spermien und
VAP der linear progressiv motilen Spermien 30 Mamunach dem Auftauen mit der NRR
korrelierten, flossen in die Schatzformel die 120wMlen-Werte ein. Interessanterweise be-
kamen neben dem Anteil der hyperaktiv und lokalil@otSpermien auch der Anteil der pro-
gressiv motilen Spermien sowie VCL und WOB der pesgiv motilen Spermien eine nega-

tive Gewichtung.

In das dritte Modell wurden alle fur das Versuclessp untersuchten Parameter einbezogen.
Neben den elf Parametern des CASA-Systems flogseliei Regressionsanalyse auch drei
Parameter ein, die den oxidativen StressstatuSpemien beschreiben. Die Fluoreszenzin-
tensitat plasmamembranintakter Spermien nach DHBuRg 15 Minuten nach dem Auftau-
en und der Fluoreszenzindex nach DCFH-Farbung bekasine negative und die Fluores-
zenzintensitat plasmamembranintakter Spermien mXCkH-Farbung zwei Stunden nach
dem Auftauen eine positive Gewichtung in der Sdbétzel. Das unterstreicht die Bedeutung
von Untersuchungen zur Lipidperoxidation von Spemiim Rahmen der Spermakonservie-

rung und des Besamungseinsatzes. Bei den Motidaéametern flossen in die dritte Schatz-
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formel auch die Parameter BCF der progressiv motipermien und der Anteil kreisférmig
progressiv motiler Spermien 120 Minuten nach denftaden ein. Diese korrelierten auch
einzeln signifikant mit der NRR, kommen aber in dgsten zwei Formeln nicht vor. Die
Vorhersageleistung der NRR der dritten Schatzfolagelbei 79 % und damit unter der Vor-
hersageleistung der zweiten Schatzformel. Balti$8607) konnte durch Kombination meh-
rerer spermatologischer Parameter eine Vorhersagelg der NRR zwischen 42 % und
62,5 %, je nach Kombination und Gewichtung erziekdierdings benutzte er eine geringere

Anzahl von Parametern.

Da in den verschiedenen Studien doch sehr untexicthe Versuchsprotokolle — z. B. hin-
sichtlich Spermienzahl/Besamungsportion, Befruchsparameter, Auswahl und Definition
der Spermienqualitatsparameter — beschrieben weistegin direkter Vergleich mit den ei-
genen Untersuchungen nicht immer mdglich. Dennaeinkgeschlussfolgert werden, dass in
allen Studien eine hohe Vorhersageleistung der N&®Rlurch die Kombination und Gewich-
tung mehrerer, wenn auch unterschiedlicher spefotascher Parameter erreicht werden

konnte.

Eine Vorhersage der NRR spielt fur die Praxis namrdeine bedeutsame Rolle, wenn die
Genauigkeit tber 65 % liegt. Um eine hohere Vordgeteistung erzielen zu kdnnen, ist auch
eine grolBere Zahl an Qualitdtsparametern der Sparmdtig. Damit ist auch ein hoéherer
Aufwand bei den Untersuchungen verbunden. Durcbreigntersuchungen konnte festge-
stellt werden, dass bei ausschlie3licher Herannighler Qualitdtsparameter der Spermien
des origindren Spermas keine VorhersageleistuniB& tber 65 % erreicht werden konnte.
Um das Befruchtungspotenzial des Spermas zu blewrtést es erforderlich, das Sperma ein-

zufrieren und erst nach dem Auftauen zu untersuahdrzu bewerten.

Die Vorhersage der NRR ist in der Praxis insbesantle die frihe Erkennung der subferti-
len Jungbullen und deren rechtzeitige Entfernurgyder Spermaproduktion von Bedeutung.
Auch fur die ,frihzeitige Aussonderung® von Ejaki#la mit niedriger Spermien-

zahl/Besamungsdosis ist die Vorhersage der NRRtigich

Die Fertilitat des Bullenspermas ist ein multifaidtier Prozess, der neben der Qualitat und
Befruchtungskapazitat des Spermas auch von demopdgischen Status der Kuh, der Zeit
und der Technik der Besamung abh&ngig ist. Wena ¥orhersageleistung der NRR von
93 % mittels Qualitatsparameter der Spermien geedciverden kdnnte, wirde dies bedeu-

ten, dass nur 7 % der Variation durch die Kuh léeen ist. Das kann durchaus wenig rea-
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listisch erscheinen. In der vorliegenden Arbeit daur keine rein experimentellen Modelle fur
die Feldversuche benutzt. Alle Versuche, sowohldrabls auch Feldversuche, wurden unter
Praxisbedingungen durchgefiihrt. Es wurde davonemasgen, dass die brinstigen Kihe
zum richtigen Zeitpunkt und mit der richtigen Teithhesamt wurden. Die Ergebnisse wur-
den unter Praxisbedingungen erzielt und waren selién Einflussfaktoren ausgesetzt. In-
wieweit sich mit diesen Schéatzformeln die NRR fiidere Bullen und andere Ejakulate im

Voraus berechnen lasst, muss weiter geprift werden.

Alle Untersuchungen wurden mit dem Ziel durchgeffibnter praxisorientierten Bedingun-
gen die Losung genereller Fragestellungen mit 8gén zur Optimierung der Qualitat der

Spermaproduktion und der stationsinternen Arbeliésdié zu verbinden.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, discheedenen technologischen Aspekte der
Gefrierkonservierung von Bullensperma bezuglich\derringerung der Gesamtspermienzahl
pro Besamungsportion zu verbessern. Ein anderésadiedie Ermittlung des Zusammen-
hangs zwischen spermatologischen Parametern undretélitdt von Besamungsbullen in
Form der Non-Return-Rate (NRR) sowie die Darstglamer Kombination und Gewichtung
der Parameter, die eine hohe Vorhersage der NRRghohen. Zu diesem Zweck wurden

vier Versuche durchgefuhrt.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit wurde eine Kolérder Homogenitat von Besamungspor-
tionen hinsichtlich der Spermienzahlen und der Bpeualitat durchgefihrt. Daftr wurden
ein Vorversuch zum Sedimentationsverhalten dereBsjpermien und ein Hauptversuch zur
tatsachlichen Kontrolle der Homogenitat durchgetibmsgesamt wurden fir diesen Ab-
schnitt 30 Ejakulate von sechs Bullen gewonnen mitdzwei (einem eidotterhaltigen und
einem eidotterfreien) Verdinnern und in zwei Vemimgsgraden (14 bzw. 7 Millionen Ge-

samtspermienzahl/Besamungsportion) weiterveratbeite

Durch eine ordnungsgemalfe Aufbereitung des Spermsightlich der Durchmischung wur-
de eine homogene Verteilung der Spermien in dedferungsglésern und spater in den Be-
samungsportionen erreicht. Die Art des Durchmisshenh. Schwenken im verschlossenen
Verdunnungsglas oder Ruhren mittels Magnetrihpeejte keine Rolle.

Anhand der Befunde einer mit einem erweiterten Madmspektrum durchgefiihrten Sper-
mauntersuchung konnte belegt werden, dass bei ngdgeméaler Aufbereitung des Spermas
die Qualitat der Besamungsportionen eines Ejaksilaiiesichtlich der Spermienzahl und der
Vitalitdt der aufgetauten Spermien homogen ist. IBehem erfassten Parameter traten be-
deutsame Differenzen zwischen Varianten auf, die anterschiedlichen Zeitraumen des
Konfektionierungsablaufes resultierten. Das galad fur die Aufbereitung in dem eidot-
terhaltigen Verdiinner TriladYlals auch fiir die in dem eidotterfreien Verdiinnev)&iell®
sowie fur Verdiunnungsgrade, die zu 14 oder 7 Mikio Gesamtspermien/Besamungsportion

fuhrten.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde der Effelerschiedener Temperaturregime bzw.

Abkuhlungsraten wahrend des Routineablaufes ddemapermaproduktion auf die Sperma-
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Zusammenfassung

qualitdt nach dem Auftauen untersucht. Weitere Mere galten den Einflissen des Konfek-
tionierungszeitpunktes und der Aquilibrierungsdaleir 4 °C auf die Vitalitat der Spermien
nach dem Auftauen. In den drei Versuchsansatzesesli@bschnittes wurden insgesamt 56

Ejakulate von 4 Bullen ausgewertet.

Die unterschiedlichen Temperaturregime hatten imcBschnitt keinen erheblichen Einfluss
auf das Motilitatsverhalten der gefrierkonservierg&permien nach dem Auftauen. Die Vari-
ante ,BVN-Standard“ zeigte leichte Vorteile gegeedibden anderen Varianten, womit das
Arbeitsprinzip der Besamungsstation Neustadt aAisch bestatigt wurde. Eine Zwischen-
temperierung bei Raumtemperatur, wie sie in videsamungsstationen angewendet wird,
erscheint auch vertretbar. Auch hier konnte geasgden, dass eine Konfektionierung des
verdunnten Spermas nach der Aquilibrierung bedsletditatswerte nach dem Auftauen er-
bringt, als wenn die Abfullung in Pailletten beseviorher bei Raumtemperatur erfolgt. Durch
den dritten Versuch dieses Abschnittes konnte geredrden, dass die Aquilibrierungsdauer
bei der Gefrierkonservierung von Bullensperma digtiMat sowie andere Vitalitdtsparame-
ter der Spermien nach dem Auftauen beeinflusst.\ggte stiegen zwischen einer Stunde
und 48 Stunden. Eine Aquilibrierungsdauer unteriz8tenden war zu kurz, um optimale

Auftauwerte zu erhalten.

Zur Verringerung einer moglichen Lipidperoxidatistesgerung bei der Gefrierkonservierung
von Bullensperma wurde der Verdiinnerzusatz Ox§fRremix (IMV, Frankreich) in zwei
Versuchsansétzen (37 Ejakulate) mit jeweiligen ¥aisuichen mit zwei Verdiinnern und drei
Verdiinnungsgraden getestet. Der Zusatz von OxX§/freschte eine Steigerung der Motilitéts-
und Geschwindigkeitswerte der Spermien nach dentadeh, aber keine Verbesserung der
NRR90.

Im vierten Abschnitt wurde nach madglichen Zusamnéegien zwischen Spermienquali-
tatsparametern und der Fertilitat der Bullen bz®RNund nach einer geeigneten Kombinati-

on und Gewichtung der Parameter, die eine VorherdagNRR erlaubt, gesucht.

Von den Parametern des origindren Spermas wieginuParameter einen Zusammenhang
zur NRR auf. Von den Parametern des gefrierkonsgen Spermas nach dem Auftauen wie-
sen zehn Parameter des CASA-Systems und ein Parardet den ,oxidativen Stress” be-
schreibt, einen Zusammenhang zur NRR auf. Durch Ioation und Gewichtung der 14

Parameter wurde eine Vorhersageleistung der NRFO8c¥ erzielt.
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7 Summary

Investigations for the improvement of the technglofthe freezing-preserving of bull semen

The aim of this study was to investigate ways tprione the technology of bull semen cryo-
conservation in order to decrease the total spemmber per straw. The other objective was to
investigate the relationship between spermatolbgi@eameters and the fertility of Al-bulls in
the form of Non-Return-Rate (NRR) as well as tospr¢ a combination and weighting of
these parameters which facilitate the forecasheMMRR. For these purposes four large-scale

trials were carried out.

In the first section of this study a control of timsemination portions homogeneity with re-
gard to sperm number and sperm quality was domst &ipreliminary test to determine the
sedimentation behaviour of the bull sperms was @xaanand this was followed by a main
attempt for the actual control of the homogendityring this process a total of 30 ejaculates
from six bulls were collected and two diluters (amntaining yolk and the other yolk-free)

and two dilution degrees (14 and 7 million totatisp number per straw) were investigated.

Through an appropriate semen preparation and mixings possible to achieve a homoge-
neous distribution of the sperm in the dilutionsgi@s and later in the insemination portions.
The method of mixing, either by turning sealed il glasses or stirring by a magnetic stir-

rer, did not influence the results.

By a sperm investigation which was carried out vaithextended method spectrum it could be
proved that with a careful preparation of the sethenquality of the insemination portions of
an ejaculate is homogeneous with regard to spembauand vitality of the frozen-thawed
sperm. No significant differences between variamtsch resulted from different packing
process periods could be observed for any of tihenpeters. This was the case for the prepa-
ration in the yolk-containing diluter Trilad¥land for the yolk-free diluter BioXcé&llas well

as for the dilution degrees which led to 14 or Wiam total sperm number per straw.

In the second section of the study the effect fiédint temperatures and cooling rates during
the routine course of the bull semen productiomnggard to the sperm quality after thawing
was examined. Further tests determined the infleep€ the packing and equilibration time at
4 °C on the vitality of the sperms after the thayvilm the three experiments carried out in this

section a total of 56 ejaculates were evaluated.
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The different temperature regimes had on averagmnsiderable influence on the motility of
the frozen sperm after thawing. The variant “BVNu8tard” showed slight advantages com-
pared to the other variants which confirmed thehoetof the Al-station Neustadt Aisch. Fur-
thermore, the procedure of keeping semen at roompdeature, as is practised in many Al-
stations, would also appear to be justifiable.oild be shown that a packing of the diluted
semen after the equilibration showed better spewtility after thawing than when packing
occurs already at room temperature before equiidoraThe third attempof this section
showed that the duration of the equilibration periafluences the sperm motility as well as
other vitality parameters of the sperm after thawinhe values increased between 1 and 48
hours. Any duration of the equilibration periodrfrdess than two hours was too short to re-

ceive optimal thawing values.

To avoid a possible increase of the lipids peraxiaduring the cryopreservation of bull
semen, the addition of Oxyffé@remix (IMV, France) was tested with two commerdiilt-

ers using three dilution degrees in two experim@mgg 37 ejaculates) with respective field
trials. Although the addition of Oxyfr@rought an increase of the motility and speedeslu

of the sperms after thawing, no improvement alNR&90 could be observed.

The fourth section aimed to find possible relattops between sperm quality parameters and
the fertility of the bulls quantified by NRR andtonsider a suitable combination and weight-

ing of these parameters which allow a forecashefNRR.

From the parameters of the fresh semen only orenpeter showed a relation to NRR. Re-
garding the parameters of the frozen sperm aftewitig, ten parameters of the CASA-system
and one parameter, which describes “the oxidatikess’ showed a correlation to NRR. A
forecast level of the NRR of 93% was achieved hylzioation and weighting of 14 parame-

ters.
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9 Anhang

Anhang 1: Motilitatswerte gefrierkonservierter Bulkpermien nach unterschiedlicher Aqui-

librierungsdauer fur erste Gruppe (2 Bullen miteguEinfriereigenschaften, 16 Ejakulate)

Variante % motil % prog. motil. VAP
Zeit

Aquilibrierungsdauer .
(min.)  mw SD MW SD MW SD

(h)
30 28,7 +12,9 20,6 +11,2 65,0 6,7
' 120 19,4 9,5 12,3 7,7 51,5 19,1
30 37,6 +20,0 28,9 +20,3 65,3 +6,7
° 120 27,8 +14,7 20,3 +13,0 54,2 4,5
30 41,0 +15,4 32,3 +15,1 69,9 4,7
’ 120 35,1 18,6 26,0 18,4 55,1 15,2
30 48,5 +13,5 38,9 +14,4 67,3 +5,9
’ 120 40,3 +10,8 32,5 +11,1 55,4 +4,5
30 50,0 +14,7 40,9 +14,5 68,5 6,4
° 120 41,3 +10,9 33,4 +10,5 55,5 4,5
30 56,3 +13,9 47,1 +14,9 69,7 16,3
= 120 47,0 +12,0 38,2 +11,8 56,6 16,4
30 63,3 19,5 53,6 +10,0 72,1 +3,6
* 120 49,7 +10,0 40,8 +10,4 56,2 +4,4
48 30 68,5 19,6 58,7 +11,1 70,2 5,5

120 52,2 +9,8 42,8 +10,6 56,1 +4,6

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahnge-
schwindigkeit

143



Anhang

Anhang 2: Motilitatswerte gefrierkonservierter Bulspermien nach unterschiedlicher Aqui-
librierungsdauer fur zweite Gruppe (2 Bullen mihlechten Einfriereigenschaften, 16 Ejaku-

late)

Variante % motil % prog. motil. VAP
Zeit

Aquilibrierungsdauer

(h)

(min.)  Mmw SD MW SD MW SD

30 23,9 +12,2 16,1 +11,7 58,1 5,8
' 120 14,1 +7,8 8,2 16,5 48,7 7,4
30 31,4 +10,8 24,1 +10,4 60,6 5,7
° 120 20,3 16,9 13,7 16,1 50,9 3,7
30 33,7 9,7 24,8 19,2 59,4 3,8
’ 120 23,1 19,6 15,2 7,7 52,4 4.7
30 42,2 18,8 32,8 18,6 61,8 +3,6
! 120 28,0 15,0 19,5 4,1 51,0 4,3
30 40,1 18,9 30,5 18,3 62,1 5,4
° 120 31,7 19,3 23,8 18,2 51,7 +4,0
30 53,7 19,3 42,8 19,8 65,3 3,8
= 120 32,6 7,2 24,3 16,2 51,9 4,3
30 52,5 18,6 42,6 18,8 62,5 5,2
% 120 32,1 +12,0 24,0 +11,8 47,9 16,0
48 30 55,3 +11,5 46,2 +12,4 64,2 +4.9

120 35,1 +11,4 25,8 +10,8 48,6 4,2

% motil — Anteil motiler Spermien; % prog. motilAnteil progressiv motileSpermien, VAP - mittlere Bahnge-
schwindigkeit
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Anhang 3: Befruchtungsergebnisse (NRR90) aus desarBengseinsatz von gefrierkonser-
viertem Bullensperma nach Verdiinnung mit den Veneiim Triladyf und BioXcelf, sowie

ohne und mit Zusatz von Oxyffge

Bulle Ejaku- Variante@l . Vagante 2 Variante®3 . Var(i@ante 4

lat Triladyl®  Triladyl®+Oxyfre€® BioXcell®  BioXcell®+Oxyfree®
1 66,6 % 65,2 % 59,3 % 60,6 %

A 2 65,0 % 59,5 % 60,3 % 69,2 %
3 51,1 % 60,3 % 60,3 % 58,6 %
1 74,6 % 67,5 % 63,3 % 61,6 %

B 2 73,1 % 70,8 % 73,5 % 72,1 %
3 74,5 % 75,9 % 67,3 % 50,8 %
1 - 57,8 % 64,5 % 47,2 %

C 2 67,2 % 58,1 % - 67,5 %
3 65,3 % 64,6 % 55,7 % 55,5%
1 67,6 % 47,6 % 59,8 % -

D 2 i i i i
3 i i 68,1 % i
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Anhang 4: Befruchtungsergebnisse (NRR90) aus desarBengseinsatz vom gefrierkonser-
vierten Bullensperma nach Verdiinnung mit den Venetm Triladyf auf 14 bzw. 8 Millio-

nen Gesamtspermien/Paillette, ohne und mit ZusatzOxyfre&

Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4

Bulle Ejakulat 14 Mio. ohne 8 Mio. ohne 14 Mio. mit 8 Mio. mit
Oxyfreé® Oxyfre€® Oxyfre€” Oxyfre€”

A 1 53,1 % 67,5% 55,3 % 61,2 %
1 60,0 % 72,0 % 73,1 % 64,4 %
2 70,0 % 68,6 % 64,8 % 48,9 %

° 3 65,5 % 61,3 % 66,6 % 69,2 %
4 57,5% 60,9 % 56,6 % 56,8 %
1 57,7 % 54,1 % 66,2 % 70,6 %
2 69,2 % 78,7 % 55,5 % -

- 3 63,1 % 80,0 % 63,0 % 72,2 %
4 65,4 % 67,8 % 71,9 % 50.0 %
1 66,6 % 68,7 % 77,0 % 65,7 %
2 66,3 % 74,7 % 72,1 % 71,2 %

0 3 67,9 % 71,5 % 64,7 % 66,3 %
4 74,7 % 65,1 % 71,2 % 68,4 %
1 55,1 % 58,9 % 52,4 % 52,8 %
2 69,1 % 64,1 % 54,2 % 62,5 %

- 3 55,6 % 57,9 % 56,2 % 55,4 %
4 63,3 % 60,3 % 61,8 % 53,5%
1 72,0 % 51,5% 70,7 % 60,8 %

F 2 61,6 % 65,4 % 64,1 % 70,1 %
3 66,6 % 65,9 % 55,4 % 70,6 %
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